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TRENNUNGSMETHODE DES a- UND {-LECITHINS. 


VON 


TOSHIO YOSHINAGA. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Kumamoto Medizinischen Fakultat. 
Vorstand: Prof. Dr. 8S. Kato.) 


(Eingegangen am 3. September 1937) 


Waschung des Lecithin-Cadmiumsalzes. 


Die bisherige Methode, die Verbindung des Lecithin-Cadmiums 
fiinfmal mit Alkohol und dann fiinfmal mit Ather zu waschen, 
hat sich als ungerechtfertigt erwiesen wegen der Triibung der 
Fliissigkeit, die bei Waschung mit Ather vorkommt, aber bei der 
Behandlung mit Alkohol nicht und mit wiederholten Waschungen 
immer auffallender zunimmt und daher ungeeignet ist, das Lecithin : 
quantitativ zu bestimmen, da das in der triiben Flissigkeit obenan 
enthaltene Lecithin-Cadmiumsalz dabei von der Bestimmung aus- 
geschlossen wird. 

Von dieser Fehlerhaftigkeit frei gelangte meine Erfindung zu 
einem guten Erfolg, indem ich, anstatt mit Ather, mit der Mischung 
von Ather und Alkohol im Verhiltnis von 7 zu 3 behandelte. 

1. Waschung mit Alkohol. Ich getzte der Atherlésung des 
Lecithins gesittigte Chloreadmium-Alkohollésung zu, wusch den 
Niederschlag des Lecithin-Cadmiums mit Reinalkohol und zentri- 
fugierte dann. Dabei ist die Fliissigkeit obenan immer klar und 
durchsichtig. Das ist auch der Fall sowohl bei Lecithin von Milz, 
Niere, Gehirn, Herz, Lunge, Leber, Muskel, Magen, Diinn- und 
Dickdarm eines Kaninchens und von Niere, Gehirn, Leber, Lunge, 
Herz, Milz eines Hundes als auch bei auf dem Markt befindlichen 
HKigelb-Lecithin. Lecithin wurde nach Sueyoshi (1931) dar- 
gestellt. 

2. Ich wusch 0.4g Lecithin-Cadmiumsalz vom Muskel eines 
Kaninchens zunichst im Zentrifugierglas mit Alkohol, trocknete 
ihn ventilierend, bis er nicht mehr nach Alkohol roch, und less 
ihn im Exsiccator eine Nacht lang liegen. Dann zerlegte ich mit 
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einem Glasstibchen, sezte 1 ccm Ather zu und zentrifugierte ihn. 
Die Atherldsung triibte sich dabei schwach, was nicht der Fall war 
bei Behandlung mit Alkohol. Aber wenn man dieser triben 
Atherlésung eine ganz kleine Menge Alkohol zusetzt, so kann sie 
klar und durchsichtig werden. Die Menge des dabei zuzusetzenden 
Alkohols ist 10-80% der Athermenge. 

3. Das folgende Experiment wurde angestellt, um die Grenze 
des zuzusetzenden Alkohols zu bestimmen. Ich léste 0.2g des 
Merckschen Lecithins aus Higelb in 10 ccm Ather auf, zentri- 
fugierte es zuerst, um den unldsbaren Stoff zu beseitigen, und 
versetzte dann die klare Oberfliissigkeit in ein anderes Zentrifugier- 
glas. Dazu setzte ich dann gesiattigte Chlorcadmium-Alkohol- 
losung zu, bis es nicht mehr niederschlagt, und zentrifugierte den 
Niederschlag, wusch ihn dann mit Reinalkohol und setzte allmah- 
lich Ather dazu. Dabei war die Fliissigkeit obenan klar und 
durehsichtig. Als ich mit der Ather-Alkohol-Mischung im Ver- 
haltnis von 1 zu 9, dann 2 zu 8, und dann 3 zu 7 usw. behandelte, 
wurde bei der Mischung im Verhaltnis von 8 zu -2 die Triibung 
der Losung herbeigefiihrt, wahrend sie bei der Mischung von 7:3 
nicht vorkam. Daraus ergab sich, dass Ather-Alkohol-Mischung 
im Verhaltnis von 7:3 nun die Grenze setzte. 

Die Waschung des Lecithin-Cadmium mit Ather erziehlt die 
Beseitigung des Kephalins. Hierauf raffinierte ich aus dem 
Rindergehirn nach Levene u. Rolfscher Methode (1919) das 


Kephalin eee = sl: und machte das Kephalin zu Cadmium- 


salz und dann verglich ich dessen Lislichkeit gegen Ather und 
Ather-Alkohol-Mischung von 7:3. Daraus ergeb sich, die Léslich- 
keit von beiden dieselbe war. 

Bisher wurden verschiedene Methoden iiber die Waschung der 
Chlorcadmiumverbindung der Lecithine angegeben.* Ich glaube, 
dass die oben erwahnte Methode sehr bequem ist. 


* Siehe: Thierfelder u. Klenk (1930) “Die Chemie der Cerebroside 
und Phosphatide” 92. 
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Trennung des a- und $-Lecithins. 


Nach der Waschung des Lecithin-Cadmiums wurde nach 
Nishimoto und Suzuki (19382) das in warmem Azeton lésbare 
6-Lecithin von dem unlésbaren a-Lecithin getrennt, wobei nach 
meiner Erfahrung die Behandlung mit. der. Handzentrifugal- 
maschine einen gliicklichen Erfolg bringen konnte. 

Ich sezte nimlich dem Niederschlag des Lecithin-Cadmiums in 
einem Zentrifugierglas, das ca.2 em im Durchmesser und ea. 5 em 
in der Tiefe hat, Azeton zu und riihrte dann vorsichtig auf einem 
Wasserbad unter 50° um. Die Lésung obenan wurde allmahlich 
durchsichtig. Nachdem das Azeton zu sieden angefangen hatte, 
wurde es mit einer Handzentrifugiermaschine etwa 30-40 Sekunden 
lang behandelt. Wenn es sich dabei zu triiben anfing, wurde es in 
ein warmes Wasserbad gelegt, dabei soll man sich hiiten, es um- 
zuruhren und das Wasser zu heiss zu machen, damit der Inhalt 
nicht zu sieden anfangt. Die obere Fliissigkeit wird dekantiert, 
wenn die triibe Losung durchsichtig wird. Wenn man die Tren- 
nung vollstandig ausfiihren will, muss man die Behandlung einige- 
mal wiederholen. 

Diese Behandlung ist zwar als eine erfolgreiche Methode zu 
empfehlen, um a- und f-Lecithin trennen zu konnen, und wenn 
man den Heisstrichter dabei benutzt, so kihlt sich wahrend der 
Filtration die Azetonloésung doch etwas ab und dann fangt das 
schon einmal aufgeléste 6-Lecithin an sich auszuscheiden, zugleich 
dampft das Azeton stark ab, und man braucht viel Zeit. 

Mit der elektrischen Zentrifugalmaschine kann man aber a- 
und f-Lecithin nicht erfolgreich trennen, da man nicht nur viel 
Zeit braucht die Maschine zu beschicken, sondern auch wahrend 
des Zentrifugierens das aus der abgekiihlten Losung ausgeschiedene 
$-Lecithin nun durch die Zentrifugalkarft sich wieder nieder- 
schlagt. 

Aus obigem Experiment ergibt sich, dass folgende Behandlung 
als erfolgreich zu empfehlen ist, um aus dem Lecithin die a- und /- 
Form quantitativ zu trennen. 

Reagens: 1) Ather, 2) gesittigte Chlorcadmium-Alkohol- 
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lésung, 3) Azeton, 4) Ammoniumkarbonat. 

Vorrichtung: 1) Spitzglas, (etwa 2m im Durchmesser und 
etwa 5 em in der Tiefe), 2) Handzentrifugalmaschine, 3) glaserner 
Stab, 4) Kolben. 

Behandlung: Man lost Lecithin in einer moglichst kleinen 
Menge Azeton auf, — dabei muss das Unlosbare abzentrifugiert 
werden —_ und setzt gesdttigte Chloreadmium-Alkohollosung 
nach und nach dazu, insofern kein Niederschlag auftritt. Die 
Grenze des Auftretens des Niederschlages muss dadurch bestimmt 
werden, dass man Cadmium nach einmaliger Anstellung der Zentri- 
fugierung der klaren, obern Fliissigkeit zusetzt. Dann beseitigt 
man die klare Flissigkeit und wascht den Niederschlag einigemal. 
Die Haufigkeit der Waschung und die Menge des dabei zu benut- 
zenden Alkohols sind von der Menge des Niederschlages abhangig, 
und nach meinem Experiment sind bei 1 g Niederschlag dreimalige 
Waschungen durch 20eem Alkohol als erfolgreich nachgewiesen. 
Und ferner wischt man mit Ather-Alkohol-Lésung von 7:3, zentri- 
fugiert den Niederschlag und beseitigt die klare obere Fliissigkeit. 
Diese Behandlung wird 5 mal wiederholt, um Kephalin und andere 
unechte Stoffe vollstandig zu beseitigen, ohne dass dabei ein Verlust 
an Lecithin-Cadmiumsalz entsteht. 

Das auf diese Weise verfertigte Lecithin-Cadmiumsalz wird 
an der Luft gertocknet, bis es weder mehr nach Ather noch nach 
Alkohol riecht, und dann wird es durch warmes Azeton in a- und 
$-Lecithin getrennt. Das Lecithin wird zunichst vermittelst des 
Azetons in ein Spitzglas versetzt. Man hiite sich dabei das Spitz- 
glas mit Azeton bis zum Rande vollzufiillen, weil sich Azeton durch 
Erwarmung stark ausdehnt und aus dem Glas herausfliessen kann. 
Durch Umriihren mit dem glasernen Stab und allmihliche Er- 
warmung wird die triibe Azetonléung klar und durchsichtig und 
trennt sich in Loésbares und Unloésbares, wobei man mit der Er- 
warmung und dem Umrihren vorsichtig sein muss, damit der 
Inhalt nicht herausfliest. Wenn die Lésung etwa 30 Sekunden lang 
mit der Handzentrifugalmaschine behandelt wird, so schligt das 
Unlosbare vermége seiner Schwere schnell nieder. Dann erfolet 
die Dekantierung der oberen klaren Fliissigkeit. 
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Wenn die Flissigkeit obenan dabei irgendwie triibe ist, so 
kommt das daher, dass einmal das Aufgeléste sich durch Abkiilung 
wieder ausscheidet. Daher wird dann das Spitzglas nebst dem 
Inhalt wieder auf einem Wasserbad erwirmt; zu viel Erwarmung 
dabei kann die Vermischung des Niederschlages mit der oberen 
Flissigkeit hervorrufen. Auf diese Weise wird Lecithin in losbares 
f- und unlodsbares a-Lecithin getrennt. Die Extraktion mit 
warmem Azeton wird dreimal wiederholt. Wenn die Azetonlosung 
abgekihlt bleibt, so scheidet sich /-Lecithinsalz aus. Wenn man 
der Atherlésung des vom Azeton befreiten a- und #-Lecithin- 
Cadmiumsalzes nun das pulverige Ammoniumkarbonat zusetzt, bis 
die Loésung alkalisch wird, dann trennt sich das Lecithin, von 
welechem dann Cadmium durch Zentrifugierung beseitigt wird. 
Endlich wird der Atherlésung das Lecithin entnommen. 
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STUDIES ON “PHOSPHOSACCHAROMUTASE”. 


By 


SADAYA IRI. 


(From the Department of Biochemistry, Niigata Medical College. 
Director: Prof. N. Ariyama.) 


(Received for publication, September 4, 1937) 


The interconversion between aldose- and ketosephosphoric 
ester has been often observed by Neuberg, Robison, Brugsch 
and others in their investigations of the hydrolysis of fructose- 
diphosphorie ester by enzyme preparations of various origins. 
Takahashi (1935) showed that fructosediphosphorie ester yielded 
glucosemonophosphorie ester in quantities varying with the purity 
of the hydrolysing enzyme sample prepared from rabbit kidney. 
Lohmann (1933) demonstrated with the use of animal and plant 
tissue extracts the rapid transformation of Neuberg’s fructose- 
monophosphorie ester into Embden’s equilibrium-ester, which is 
composed of 3/4—4/5 part of glucose-ester and 1/4-1/5 part of 
fructose-ester. Meyerhof, Lohmann and Schuster (1936) 
made reference to the existence of the mutating enzymes of the 
natural phosphoric esters of sugars. An active agent which ac- 
complishes the interconversion between aldose- and ketose-ester was 
assumed to exist in bone marrow by Tank6 and Robison (1935). 
These investigators did not, however, concern themselves with any 
further study of this enzyme beyond naming it “phosphohexo- 
kinase”. The enzyme was found by Tank6 (1936) in the pea 
preparations; it converted fructose-6-phosphate into a mixture of 
62% aldose- and 38% non-aldose-ester. The experiments pre- 
sented herewith deal with the properties of this new enzyme. The 
enzyme will be called “phosphosaccharomutase” in this paper. 


Experimental. 


Rabbit muscle was used as the enzyme source, since the enzyme 
was present, as will be mentioned later, in the largest quantity in 


zi 
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muscle among the tissues. Hashed rabbit muscle was autolyzed 
with four times its weight of water for 24 hours at 37°C, a small 
quantity of toluene being added. The autolysate was filtered, the 
filtrate was acidified with 2N HCl to pH 5, then immediately 
neutralyzed with 2N NaOH. A voluminous protein precipitate 
which was produced by this treatment was filtered off, and the 
filtrate was dialyzed through cattle bladder for 24 hours against 
running water. The dialysate was added with one and half its 
volume of acetone, and the precipitate which occurred was quickly 
centrifuged, washed with ether, and dried. The powder thus pre- 
pared could be kept over a year without losing its activity. Two 
or four percent aqueous extract of the powder was used as the 
enzyme solution through the entire experiments. One hour’s ex- 
traction at room temperature was enough to obtain the most active 
enzyme solution. The enzyme solution remained fully active for 
at least three days in an ice chest. 

Fructosemonophosphoric ester, the substrate, was prepared 
from purified hexosediphosphorie ester (Candiolin) by the well- 
known method of Neuberg. The purest sample consumed iodine 
in an amount which was equivalent to 10-18% aldose-ester. The 
Neuberg ester was employed in the form of calcium salt or of 
free acid. 

The transformation of fructosemonophosphorie ester into 
glucose-ester was followed iodometrically by the Cajori method 
(1923) and polarimetrically as well. In most cases, the serial ob- 
servation of the transformation was made polarimetrically at short 
intervals, and the results were checked by the iodometric deter- 
mination which was performed at longer intervals. It is to be 
noted that the equilibrium was established when 70-73% of ketose 
was transformed to aldose, the original aldose-value of the 
Neuberg ester being included. 


I. SOME OBSERVATIONS ON THE ENZYME ACTIVITY. 
1) Quantity of mutase and its activity. 


The equilibrium between ketose and aldose was reached very 
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quickly. The variation of the enzyme quantity was not ac- 
companied by a strictly corresponding change of the activity. 
When the quantity of the enzyme was very small, the equilibrium 
was established at a far lower level than the regular one. This 
may be due to the destruction of the enzyme during the reaction. 
The graphical summary of the results are shown in Fig. 1. 


TABLE I. 


Velocity Co-efficients of the Reversible Reaction between Fructose- and 
Glucosemonophosphoric Esters. 
100 ce. of the fructose-ester solution (Ca-salt, 260.0 mg) +1 ce. of the 
purified enzyme solution. 20°C. 
Control experiment: 1 cc. of water instead of the enzyme solution. 


a [ale Se a Greer pine) 
0 + 2.0° 10.5 
(Control) 
1 3.3 17.4 0.103 
3 5.5 28.9 0.101 
5 7.3 38.4 0.101 
7 8.8 46.3 0.102 
9 10.0 52.6 0.102 
11 11.0 57.9 0.102 
13 11.8 62.1 0.103 
15 12.5 65.7 0.103 
17 13.0 68.4 0.103 
19 13.3 70.0 
21 13.3 70.0 


2) Distribution of mutase in ammal tissues. 

The content of the enzyme in animal tissues varied with the 
kind of tissues. The distribution of the enzyme in rabbit tissues 
is illustrated in Fig. 2. The curves represent the velocities of the 
transformation and thus the rough quantities of the enzyme in 
the tissues. The enzyme content was highest in muscle. Liver 
and kidney came after muscle showing almost the same activity. 
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Brain and bone marrow were less active. The enzyme content in 
blood was so low, that the regular equilibrium between aldose and 
ketose was not reached after all. : 

3) Optimum temperature for the enzyme activity. 

It is indicated in Fig. 3 that at 50°C the equilibrium was 
established with greater velocity but at a lower level, and at lower 
temperatures (37° and 18°) the velocity was slower but the level 
was higher. This means the thermolability of the enzyme. Thus 
the optimum temperature for the enzyme was assumed to lie round 
ey ed OF 


Fig. 3. Influence of temperature on mutase activity. 


10 ce. of Neuberg’s ester solution (Ca-salt, 150 mg) + 0.5 ce. of 1% enzyme 
solution + 3 ce. of McIlvaine buffer mixture (pH 7.0) + 1.5 ce. of water. 


Glucosemonophosphoriec ester formed (%) 


0 10 20 30 
Time (min.) 


4) Optimum hydrogen-ion concentration for the enzyme activity. 


12 Sait 


The optimum hydrogen-ion concentration of the crude enzyme 
extract (4% extract of acetone dried muscle) seemed to be pH 8 
(Fig. 4). Since fruétosemonophosphoric ester tended to preci- 
pitate in alkaline medium, the activity of the enzyme was not 
examined at higher pH than 8. The optimum pH of the enzyme 
sample which was purified by kaolin (see the next chapter) was 7 
(Fig. 5). 


5) Velocity co-efficients of the reversible reaction between 
fructose- and glucosemonophosphoric ester. 


The sum of the velocity co-efficients of the reactions involving 
the interconversion between two esters was calculated according 
to the equation K Fy pent 

t ée—a 

ity of the fructose-ester transformed into another ester at the 
equilibrium, and a the quantity of the fructose-ester transformed 
after time ¢. The enzyme preparation employed in this experi- 
ment was the one purified with kaolin (see the next chapter). The 
temperature was lowered to 20°C so as to slow down the velocity 
of the reaction for the purpose of facilitating precise observation 
of the transformation. The results are recorded in Table I. That 
the values of K+K’ were practically concordant supports the 
view that the reaction is due to reversible change. 


, where « signifies the quant- 


II. PuriFicATION OF PHOSPHOSACCHAROMUTASE. 
1) Precipitation of protein from the enzyme solution. 

When the crude enzyme extract was acidified to pH 5 and 
restored subsequently to pH 7, a bulk of protein was precipitated. 
As the enzyme was not carried down with the protein-precipitate 
at temperatures lower than 30°C, this treatment can be applied 
for the purification of the enzyme. 

Lead acetate precipitated a part of protein from the enzyme 
solution without reducing the enzyme activity. However, the 


purity of the enzyme solution was improved only to a slight extent 
by this treatment. 
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2) Purification of the enzyme with kaolin. 

Kaolin was found to be a very powerful adsorbent for the 
removal of impurities from the enzyme solution, leaving the enzyme 
intact. It is shown in Table II that the nitrogen content of the 
enzyme extract was reduced to 1/5 by seven successive treatments 
with kaolin at pH 6 which was the optimum hydrogen-ion con- 
centration for the adsorption, while the activity of the enzyme 
remained almost unchanged. At the eighth treatment a part of 
the enzyme tended to be adsorbed by kaolin. When the kaolin- 
treatment was performed with the enzyme solution which contained 
30% acetone, the removal of impurities was achieved with a better 
result. It is shown in Table III that four repetitions of the treat- 
ment reduced the nitrogen content of the enzyme solution to lower 
than one tenth of the initial value at a very slight sacrifice of 
the enzyme. The fifth treatment was unfavourable, since it ad- 
sorbed the whole quantity of the enzyme. The above mentioned 
behavior of kaolin toward the mutase reminds one of the findings 
of Willstatter and Racke (1921), and Willstatter and 
Wassermann (1922) that invertin was not adsorbed by kaolin 
from its erude solution while the enzyme in a purer state was 
adsorbed by the same adsorbent. 


i) 


3) Adsorption of the enzyme with alumina. 

The enzyme was adsorbed intensively by aluminium hydroxide 
A and C,, especially by the former, B being only slightly effective. 
It is shown in Tabel IV that the supernatant fluid of the enzyme 
solution which was treated with aluminium hydroxide A was almost 
inactive in transforming ketose-ester into aldose-ester while the 
supernatant fluid of B still retained the large part of the enzyme 
activity. The optimum hydrogen-ion concentration for the 
adsorption lay round pH 5.. One hundred mg of A or Cy were 
sufficient for the complete adsorption of the enzyme from 10 ee. 
of the 2% extract of acetone-dried muscle powder. The adsorp- 
tion was completed after 10 minutes at room temperature. In the 
present experiments aluminium hydroxide A was employed for 
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‘TABLE IT, 
Purification of Enzyme with Kaolin. 
Kaolin treatment: 10 ce. of 4% crude enzyme extract 4-0.30 gm of kaolin, shaken 
for 10 minutes at pH 6. 
Experiment: 140 mg of Neuberg’s ester (Ca-salt) in 10.ce.-+lee.. of enzyme 


solution. pH 7. 87°C. 
Enzyme activity . 
aa Nitrogen Biuret 
Enzyme Incubation pee eo. reaction 
(min. ) (%) Gng % 
2 59 = 
Crude extract 10 70 259 
: 2 59 ie 
Thrice purified 10 70 165 
sae ee 2 59 éo 
Six times purified 10 70 2 oee 
: 2 59 a 
Seven times purified 10 70 45 + 
: ; ; 2 35 . fe 
Eight times purified 10 53 38 ae 
‘ 5; e 2 0 28 aa 
Nine times purified 10 10 2 caiag 
TABLE III. 


Purification of Enzyme with Kaolin and Acetone. 


The experimental conditions were the same as the experiments in Table II, 
with the exception that 30% acetone solution of the enzyme was 


treated with kaolin instead of the aqueous solution. 


Enzyme activity re 
itrogen |  Biuret 
Enzyme sample Incubation anaes ee reaction 
(nin. ) (%) § 7/0 
2 67 
Crude extract 10 70 209 
2 67 
Twice purified 10 70 66 ots 
2 7 
Thrice purified 10 Hh 38 Sie 
i 2 43 
Four times purified 10 70 17 _ 
TS : 2 0 = 
Five times purified 10 0 i 
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TABLE LY. 
Purification of Eyzume with Alumina. 

Adsorption: 10 cc. of 2% crude enzyme extract +50 mg of alumina preparations, 
adjusted to pH 5 or 6, diluted to 20 ce. with water, shaken for 10 
minutes and then centrifuged. The supernatant fluid was used as the 
enzyme solution. : 

Experiment: 140 mg of Neuberg’s ester (Ca-salt) in 10 ce.+1 ee. of the super- 
natant fluid. pH 7. 37°C. 

Control: 1 cc. of crude extract was used instead of the supernatant fluid. 


Adsorption 
Ineubation Aldose formed 
(min.) (%) 
Adsorbent pH 
- 14 
5 
15 23 
A 
2) 14 
6 = 
15 23 
_ 2 14 
5 
15 51 
Cy 
2 
6 28 
105) 70 
ss 51 
5) 
15 70 
B 
6 2 51 
15 70 
‘ 9 
Crude extract z ot 
5) 70 


the purification of the enzyme. The most effective elution of the 
enzyme from aluminium hydroxide A was carried out by shaking 
the adsorbent with 1/10 M disodium hydrogenphosphate for 10 
minutes at room temperature. The eluting effect of phosphate 
was smaller at greater or lesser degrees of concentration. Diluted 
acetone and ammonium hydroxide solutions were also available for 
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elution but with far less efficiency than phosphate. Thus an ad- 
sorption—elution with aluminium hydroxide A and phosphate im- 
proved the purity of the enzyme solution by reducing the nitrogen 
content to one third, almost the whole quantity of the enzyme 
being recovered. However, the repetition of the adsorption-elution 
was not advantageous for the further purification of the enzyme. 
At its second adsorption the enzyme was so tightly adsorbed by 
aluminium hydroxide A that the subsequent treatment with phos- 
phate and other eluting fluids eluted only a small part of the 
enzyme adsorbed. 


4) Purification of the enzyme with the joint use of kaolin and 

aluminium hydroxide A. 

The extract of the muscle powder or the filtrate of the extract 
which was submitted to the iso-electric precipitation was treated 
with kaolin 2 or 3 times, the number of times varying according 
to the impurity of the enzyme solution. Care was taken at this 
stage not to reduce the nitrogen content of the solution below 
100 mg%; otherwise the enzyme may be tightly adsorbed by 
aluminium hydroxide A. The enzyme solution was then adsorbed 
by aluminium hydroxide A and eluted with phosphate. At this 
stage of the purification almost the whole activity of the enzyme 
was recovered, and the nitrogen content of the solution was re- 
duced to one fourth of the original value. The use of aluminium 
hydroxide A previous to kaolin was unfavourable, since a great 
part of the enzyme was then removed by kaolin. Thus the joint 
use of kaolin and aluminium hydroxide had no advantage over 
the single use of kaolin. The results of the experiments are shown 
in Table V. 

The enzyme purified with kaolin or aluminium hydroxide 
was freed from the enzymes which are connected with glycolysis; 
the stable enzymes such as glyoxalase, aldolase, and enolase 
(Meyerhof) were not present. The purified enzyme could be 
dialyzed for 5 or 6 hours without reducing its activity. 
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TABLE V. 
Purification of Enzyme with Kaolin and Alumina, 


Kaolin treatment: 50 cc. of 4% crude enzyme extract +1.5 gm of kaolin, shaken 
for 10 minutes at pH 6. 

Adsorption: 30 cc. of kaolin-filtrate+ 300mg of aluminium hydroxide A in 
30 ec., shaken for 10 minutes at pH 6. 

Elution: Aluminium hydroxide A+30 cc. of 1/10 M NasHPO,, shaken for 10 


minutes. 


Experiment: 150mg of Neuberg’s ester (Ca-salt) in 10 ce.+1lce. of enzyme 
solution. pH 7. 37°C. 


; Nitrogen 
Incubation Aldose 
Enzyme sample . content 
(min. ) (%) Gng %) 
42 
Crude extract 6 60 228 
10 70 
8 42 
Twice purified with kaolin 6 60 152 
10 70 
6 51 
Twice purified with kaolin, once with 
aluminium hydroxide A 10 60 60 
15 70 
6 10 
Twice purified with kaolin, twice 10 14 18 
with A 
15 20 


5) Adsorption of the enzyme with other adsorbents. 


Colloidal ferric hydroxide was a powerful adsorbent of the 
enzyme. Colloidal ferric hydroxide which contained 100 mg of the 
solid adsorbed the enzyme completely from 10 ce. of the 2% extract 
of the muscle powder. However, the elution of the enzyme from 
ferric hydroxide with various eluting fluids such as phosphate, 
carbonate, ammonium hydroxide of different concentrations, was 
not carried out with satisfactory results. 

Lloyd’s reagent, kieselguhr and acid clay may be used for 
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the same purpose as kaolin, since these adsorbents remove impuri- 
ties leaving the enzyme in the solution. 


III. INvTERCONVERSION BETWEEN TRIOSEPHOSPHORIC 
ESTERS. 


There arose a question whether the action of mutase would be 
restricted to hexosephosphorice esters only, or whether it would 
extend to triosephosphoric esters which are isolated during the 
biological degradation of sugar. Collatz (1935) mentioned that 
no aldose was formed when dihydroxyacetonephosphoriec ester was 
hydrolyzed with Taka-diastase. With the use of the dialyzed 
muscle extract, Meyerhof and Kiessling (1935) observed the 
rapid 50% transformation of synthetic glyceraldehydephosphoric 
ester into ketose-form. They interpreted this as the conversion of 
the biologically active half of the aldose-ester into dihydroxy- 
acetonephosphoric ester. It is quite obvious from the above experi- 
ment that there is also a mutase for triosephosphorie esters. 

The present experiment was carried out to see if the same 
enzyme is concerned in the interconversion of hexosephosphoric 
esters, and in that of triose-esters. For this purpose glyceral- 
dehydephosphorie ester which was synthesized by the Fischer, 
Taube and Baer method (1927, 1932), was brought into contact 
with the crude and the purest samples of mutase, and the rates 
of the transformation of aldose into ketose were compared follow- 
ing the principle of Meyerhof and his co-worker. The alkali- 
saponifiable phosphoric acid of glyceraldehyde-ester is converted to 
the non-saponifiable one by the oxidation of the ester with iodine, 
while the phosphoric radical of dihydroxyacetone-ester remains 
alkali-susceptible before and after the oxidation. Thus the enzymic 
transformation of glyceraldehyde-ester into the other is judged 
from the decrease of the alkali-labile phosphoric acid of glyceral- 
dehyde-ester after its oxidation with iodine. It is shown in Table 
VI that there was no marked difference between crude and pure 
(free from aldolase) enzymes in their activity in transforming 
glyceraldehydephosphorie ester into dihydroxyacetonephosphoric 
ester. It was thus impossible to separate the enzyme for hexose- 
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esters from that for triose-esters by purifying the former with the 


available methods. 


TABLE VI. 


Transformation of Glyceraldehydephosphorie Ester into Dihydroxyacetone- 
phosphoric Ester by Crude and Pure Enzymes. 
Transformation: 10 ce. of sodium glyceraldehydephosphate solution (org. P 1.85 
mg) +3 ce. of crude or pure enzyme solution. pH 7. 37°C. 40min. 
The pure enzyme sample was prepared by treating the crude one with 
kaolin-acetone. 

Oxidation of glyceraldehydephosphorie ester with iodine: 
The mixture was added with 2 cc. of 15% trichloroacetic acid solution, 
filtered. 7.5 cc. of the filtrate (=5 ce. of the original mixture) were 
neutralized with N NaOH,+1 ce. of 15% NasSOs; solution+2 ee. of 
1/10 N iodine solution. Room temp. 15 min. 

Determination of alkali-saponifiable phosphate: 
The fiuid to be tested+equal quantity of N NaOH. Room temp. 
15 min.Neutralized with N HCl. Phosphorus liberated was determined. 


Phosphorus in 10 ee. of glyceraldehyde-ester 

solution (mg) Decrease of 
alkali-saponif. 
(Vv) P by oxidation 


ee Before oxidation After oxidation Wacaee in % of the 
ede of alkali- theoretical 
II) (IV)  |saponif. P value 
(I) (iT) | ar) i 
Tnorg. Alkali Tnorg. Alkali- | by oxida- ey 100 
P saponi- P saponi- tion II 
? fiable P fiable P | (II-IV) 
Without _ 
enzyme 0.25 ier) 0.25 0.25 1.50 85.6 
(control) : 
Crude 
sample 1.24 0.76 1.24. 0.38 0.38 50.0 
Pure 
sample 0.60 1.60 0.61 0.84. 0.76 47.5 


IV. AcTION OF MUTASE ON RIBOSEPHOSPHORIC ESTERS. 


There are other kinds of sugarphosphorie esters in the natural 
world, besides hexose- and triogephosphoric esters. Ribosephos- 
phoric esters of yeast and thymus nucleotides belong to this class. 
Ishikawa and Komita (1936), and Komita (1937) showed that 
the ribose-esters were produced from nucleotides when they were 
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hydrolyzed by enzyme. The question was examined in the present 
experiments whether ribosephosphoric esters would be converted 
into corresponding ketosephosphoric esters. Ribose-3- and -5-phos- 
phorie esters were found to be indifferent to the action of the 
enzyme. 


Discussion. 


The role which phosphosaccharomutase will play in glycolysis 
can never be fixed until the significance of hexose- and triosemono- 
phosphoric esters is fully elucidated. However, if hexosemono- 
phosphoric ester is, as Parnas and others assume, the precursor 
of fructosediphosphorie ester, it may be conceivable that the mutase 
transforms glucosemonophosphoric ester, which is the first phos- 
phorylated product in glycolysis, into fructosemonophosphoric 
ester which is then further phosphorylated by the phosphoric 
groups of adenosinetriphosphorie acid and forms fructose-diphos- 
phorie ester. The mutase acts only upon sugarphosphoric esters 
which have a connection with glycolysis; glucose-3-phosphoric ester 
which was synthesized by the Nodzu method (1926), and ribose- 
phosphoric esters are not converted into corresponding ketose-esters 
by the action of the enzyme. 


SUMMARY. 


1. The enzyme which establishes an equilibrium between 
fructose- and glucosemonophosphorie ester was named phosphosac- 
charomutase. At the equilibrium the ester was composed of 70% 
aldose and of 30% ketose. The enzyme is distributed widely in 
animal tissues. As regards their efficacy as enzyme sources the 
tissues may be arranged in descending order: Muscle; liver and 
kidney; brain and bone marrow; blood. The optimum tempera- 
ture for the enzyme activity was 37°C. The optimum hydrogen- 
ion concentration was pH 8 for the crude enzyme solution and 
pH 7 for the purified one. The velocity co-efficients of the reversi- 
ble reactions involving the interconversion between ketose- and 
aldose-ester were calculated. 

2. The purification of the enzyme was achieved either by 
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removing the impurities with kaolin or by adsorption-elution of 
the enzyme with aluminium hydroxied A and disodium hydrogen- 
phosphate. The purest enzyme sample was obtained from the ex- 
tract of rabbit muscle by four successive treatments of the 30% 
acetone solution of the enzyme with kaolin. 

3. The trasnformation of glyceraldehydephosphorie acid into 
dihydroxyacetonephosphoric acid was also achieved with the puri- 
fied enzyme sample. 

4. Glucose-3-phosphorie ester, and ribose-3- and -5-phosphorie 
esters were indifferent to the action of the enzyme. 
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It was demonstrated in the previous communications (1936, 
1937) that there was present in animal tissues an enzyme for the 
hydrolysis of the glycosidic linkages of purine ribonucleotides, 
yielding purine bases and ribosephosphoric ester. This enzyme 
was named nucleotide-N-ribosidase. The enzyme was purified to 
a considerable extent by repeated adsorption-elution with alumi- 
nium hydroxide C, and M/20 disodium hydrogenphosphate; the 
nitrogen content of the enzyme solution was reduced to one tenth 
by this treatment. However, ribosidase was always accompanied 
by nucleosidase through the process of purification. The problem 
of the identity of these two enzymes remained unsettled. 

The present writer will report in this paper the experimental 
ground for the conclusion that nucleotide-N-ribosidase is a different 
enzyme from nucleosidase. 

The classical hypothesis that the glycosidic linkages between 
pentose and purine bases of ribonucleotides are never disrupted by 
enzymic hydrolysis, originated in the experiments of Levene and 
his co-workers. Levene and Weber (1924) described that “the 
enzyme which was quite active with respect to purine ribonucleo- 
sides remained without action when tested on nucleic acid.” The 
experimental conditions were not given, but the enzyme prepara- 
tion employed seems to be the one purified by colloidal iron. 
Levene and Dmochowski (1931) repeated a similar experiment, 
using purine ribonucleotides and the enzyme preparation purified 
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by colloidal iron. Recently Klein (1935) observed that the 
nucleosidase sample which was prepared from calf spleen and 
purified by aluminium hydroxide C, was without action on nucleo- 
tides. 

The present writer recognizes the correctness of the observa- 
tions of Levene and Klein that purified nucleosidase is incapable 
of hydrolysis of the glycosidie linkages of nucleotides, but the con- 
clusion reached by them that the glycosidic linkages are disrupted 
only after nucleotides have been converted into nucleosides, cannot 
be supported as it stands. Nucleotide-N-ribosidase exists indepen- 
dently from nucleosidase. The existence of ribosidase can be 
pointed out even in the experiments of Levene and Dmochowski. 
The nucleosidase solution which was prepared by them from pig 
kidney, removed guanine in a larger proportion than that of phos- 
phorie acid from riboguanylic acid when the enzyme solution was 
used in a large excess. This cannot be accounted for unless the 
disruption of the glycosidic linkage of the nucleotide molecule is 
considered. It was found by the present writer that ribosidase 
and nucleosidase were both adsorbed by colloidal iron but they 
were re-extracted with varying ease, ribosidase being held more 
firmly on the surface of the adsorbent than nucleosidase. Under 
these circumstances eluates can be prepared which contain nucleo- 
sidase but not ribosidase. This was proved experimentally to be 
the case. It was also noticed that the extract of calf spleen, which 
was employed by Klein, contained originally ribosidase in far less 
quantity than nucleosidase, and that ribosidase was re-extracted 
from aluminium hydroxide C, with great difficulty while nucleo- 
sidase was eluted without trouble. Thus Levene and Klein sue- 
ceeded in preparing nucleosidase samples containing no ribosidase, 
by chosing intentionally, or unintentionally, a proper adsorbent and 
enzyme source. 


EXPERIMENTAL. 


I. Adsorption of nucleotide-N-ribosidase and nucleosidase. 
by dialyzed colloidal iron hydroxide. 


As to the procedures of determining hydrolysis-products of 
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nucleotides the previous communications and that of Ishikawa 
(1935) are to be referred to. The enzyme source was the powder 
of acetone-treated rabbit muscle which was prepared by extracting 
hashed muscle with an equal weight of water for an hour at 37°C, 
and precipitating the enzyme from the extract at 40-50%. con- 
centration of acetone. The muscle powder was extracted with ten 
times its weight of water for an hour at 37°C, and the extract 
was employed. This enzyme solution was suitable for the study 
of ribosidase, since it contained nucleophosphatase only in a negli- 
gible quantity. Sodium guanylate and guanosine were used ex- 
clusively as the substrates for ribosidase and nucleosidase. The 
adsorbent was “iron oxide dialyzed Merck.” Iron hydroxide pre- 
pared by the Willstatter, Kraut and Fremery (1924) method 
was also used occasionally. The adsorption of ribosidase and 
nucleosidase was performed by shaking a mixture of 10 cc. of the 
enzyme solution and 1.5 ¢e. (150mg. Fe203) of iron preparation 
for 15 minutes at varying pH, and then centrifuging for another 
15 minutes. The enzymes were re-extracted out of the adsorbent 
by shaking with 10 ce. of 1/20 M Sérensen’s phosphate mixtures 
for 10-20 minutes and centrifuging for 15 minutes. The activity 
of ribosidase was examined in the following way. The mixture 
of 5 ee. of the enzyme solution and 5 ce. (50 mg.) of sodium guany- 
late solution was incubated at pH 7.5 or 7.0 and 37°C for 20 hours 
in the presence of 2cc. of toluene, and then the formation of 
ribosephosphoric ester was measured from the quantity of organie 
phosphate in the mercuric acetate filtrate, or better in the mercuric 
nitrate filtrate of the reacting fluid. The nucleosidase activity was 
determined in a similar way but using 5 ce. (35 mg.) of guanosine 
solution and measuring the liberation of ribose from the increase 
of the reducing power in the mercury filtrate. Control experi- 
ments were always carried out with enzyme solution only. 

The adsorbing power of iron hydoxide was greater at lower 
acidity. It is shown in Table I that when adsorption was carried 
out at pH 6.5, about a half quantity of the enzymes was left in 
the supernatant fluid, and much more so at pH 7.0. The adsorba- 
bility of the enzymes at pH 5 could not be determined, as a bulk 
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of proteins was precipitated when the supernatant fluid was 
neutralized, and the enzymes were carried down with the pre- 
cipitate. However, judging from the fact that almost the whole 
quantity of nucleosidase was found in the eluate (see Table II and 
III), it may be said that the adsorption of the enzymes is nearly 
complete at pH 5. Ribosidase was found to be adsorbed far more 
firmly than nucleosidase. The eluting experiments in Table I in- 
dicate that most of the nucleosidase was re-extracted while the 
whole quantity of ribosidase remained on the surface of the ad- 
sorbent. The results listed in Table II reveal that the eluting 
effect of phosphate solutions increased at higher alkalinity, and 
that nucleosidase was re-extracted in greater quantity than ribo- 
sidase, this tendency becoming more marked at lower alkalinity. 
It is shown in Table III that when the enzymes were eluted suc- 
cessively by 1/20 M NazHPO, solution, the first eluate contained 
a greater part of nucleosidase while ribosidase was present in a 
small quantity, but the second eluate was far richer in ribosidase 
in comparison with nucleosidase though the absolute quantities of 


TABLE I. 
Adsorption of Nucleotide-N-Ribosidase and Nucleosidase by Ivon-Hydroxide 
at Various Hydrogen-Ion Concentrations. 
Adsorption: Iron oxide dialyzed Merck. pH 7.0 and 6.5. 5 ce. of the super- 
natant fluid were examined for enzyme activity. 


Elution: Shaken with 1/20 M NasHPOs, solution for 15 minutes. 
Ribosidase Nucleosidase 
pH of | Production | Hydrolysis - 
enzyme | of ribose- of Production aes e 
activity | phosphoric | glycosidic of ribose eae 
ester linkage (mg.) ° on 
(mg.) (%) : 
I Original 
eta 7.5 4.76 16.8 7.00 37.7 
IT Supernatant ms 
ful pe DH 7.0 7.5 3.12 11.0 5.60 30.2 


III Supernatant = 
fluid at pH6.5| 7° 207 


9 
IV Eluate of III 7.0 | a, ats 2.37 12.8 
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TABLE II, e 
Elution of Nucleotide-N-Ribosidase and Nucleosidase from Iron Hydroxide 
by Phosphate Solution at Various Hydrogen-Ion Concentrations, 
Adsorption: Iron oxide dialyzed Merck. pH 5. 
Elution: Shaken with 1/20 M phosphate mixtures for 20 minutes. 


Hluate TD... . 2. DULG. 2eceluaienlis, | ae DH 70; -cluate Ill -. 1/20 M 
NazHPOs.. 
Ribosidase Nucleosidase 
pH of | Production | Hydrolysis : i 
enzyme | of ribose- of Production H oe alee 
activity | phosphoric | glycosidic of ribose : or, 
ester linkage (mg.) Sa 
(mg. ) (%) : 
Original extract 7.5 4.90 17.3 6.39 34.4 
Eluate I 7.0 0.40 1.4 2.73 14.7 
Eluate II 7.0 1.14 4.0 4.13 2263 
Eluate IIT 10 2.23 7.9 5.58 30.1 
TABLE III. 


Successive Elution of Ribosidase and Nucleosidase from Iron Hydroxide 
by 1/20 M NazHPO; Solution. 
Adsorption: Iron oxide dialyzed Merck. pH 5. 
Elution: Shaken with 1/20 M NasHPO: solution for 20 minutes, centrifuged, 
and the precipitated iron hydroxide was again shaken with phosphate 
solution. This treatment was repeated 3 times. 


Ribosidase Nucleosidase 
Production | Hydrolysis : 
pH of ribose- of Production st Bl 
phosphoric | glycosidic of ribose engine 
ester linkage (mg.) g (%) 
(mg.) (%) i 
Original extract 165 4.90 17.3 6.39 34.4 
First eluate 7.0 2:23 7.9 5.58 30.1 
Second eluate 7.0 2.14 7.6 0.53 2.9 
Third eluate 7.0 =e se 


the enzymes were small. The nucleosidase solution which was 
practically free from ribosidase was prepared by shortening the 
time of elution with NasHPO, solution to 10 minutes (Table IV). 
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TasBLeE LV. 
Preparation of Nucleosidase Solution free from Ribosidase. 
Adsorption: Colloidal iron prepared by Willstiitter’s method. pH 5. 


Edution: Shaken with 1/20 M NasHPO: for 10 minutes. 
Ribosidase Nucleosidase 
Production | Hydrolysis aan : 
pt of ribose- of Production Hy Spades 
phosphoric | glycosidic of ribose wuanoaine 
ester linkage (mg. ) = (%) 
(mg. ) (%) 
Original extract ee) 4.52 16.0 7.00 Sie 
Eluate 7.0 aS ets 3.89 20.9 


On the other hand the isolation of ribosidase from nucleosidase 
could not be achieved so easily. It was always followed by a 
serious loss of the enzyme. Iron hydroxide adsorbing both en- 
zymes was twice extracted with the phosphate mixture of pH 7.0, 
the eluates which contained a large proportion of nucleosidase, 
were discarded, the adsorbent was put to another elution by 
Naz,HPO, solution and this last eluate was examined with regard 
to its content of the enzymes. An example of the experiments 
which were performed repeatedly varying the conditions of elution 
is shown in Table V. Though the activity of ribosidase was pro- 


TABLE V. 
Preparation of Ribosidase Solution Free from Nucleosidase. 


Adsorption: Iron oxide dialyzed Merck. pH 5. 
Elution: See the text. 
Ribosidase Nucleosidase | : 
Nitrogen 
_ | Production | Hydrolysis . : content 
pH| of ribose- of Production Pee of the 
phosphoric | glycosidic of ribose ao SDAy me 
eater linkage (mg.) guanosine solution 
-(mg.) | (Hm) | (%) (mg. %) 
Original 
oe ey es 8.54 23.2 8.33 44.9 1162.8 
Kluate 7.0 1.72 6.1 0 0 4.8 
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foundly reduced, the enzyme sample free from nucleosidase was 
thus prepared. Levene and Weber used iron hydroxide as the 
adsorbent of nucleosidase in the presence of alcohol. The present 
writer found that the presence of alcohol reduced the adsorbability 
of both ribosidase and nucleosidase, and that the former enzyme 
was affected more profoundly than the latter; experiment II in 
Table VI shows that the supernatant fluid contained about 79% 


TABLE VI. 
Adsorption of Ribosidase and Nucleosidase by Iron Hydroxide in 
Presence of Alcohol. 
Adsorption was carried out under the usual conditions at pH 6.8 in the presence 
of 2 ce. of absolute alcohol. 
The supernatant fluid was freed from alcohol ‘under diminished pressure, diluted 
to the original volume and the activity of enzymes was examined. 


Ribosidase Nucleosidase 
Production | Hydrolysis ea 
pH | of ribose- of Production peas a 
phosphoric | glycosidic of ribose NanGsine 
ester linkage (mg. ) g (%) 
(mg.) (%) 
I Original extract | 7.5 3.17 i 6.93 87.4 
eS Fg 75 2.49 8.8 3.85 20.8 
fluid 
III Eluate 7.0 0.88 Beil 3.01 16.25 


of the original quantity of ribosidase and 55% of nucleosidase. 
The eluate from iron hydroxide thus adsorbing the enzymes had 
far higher activity of nucleosidase than ribosidase. It is likely 
that alcohol may be useful for preparing nucleosidase solution free 
from ribosidase, if a great loss of the enzyme is allowed. However, 
it is questionable whether the use of alcohol has an advantage over 
the methods of the present writer mentioned above in preparing 
nucleosidase solution. The description of. Euler and Brunius 
(1927) that nucleosidase which was adsorbed by colloidal iron 
eould not be eluted by phosphate solution was not verified in the 
present experiments. 
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II. Adsorption of Ribosidase and Nucleosidase from the 
Extract of Calf Spleen by Aluminium 
Hydroxide Cy. 


The aqueous extract of calf spleen was treated with acetone 
just in the same way as rabbit muscle. Ten ce. of the 8% extract 
of this acetone-treated powder were shaken with 12.5 ce. (250 mg. 
Al,O3) of aluminium hydroxide C, for 10 minutes at pH 5.0 and 
centrifuged. The enzymes were re-extracted from the adsorbent 
by shaking with 10 ee. of 1/20 M NagHPO, solution for 10 minutes. 
Five ce. of the original or purified enzyme solution were mixed 
with 5ce. of sodium guanylate (100 mg.) or guanosine (40 mg.) 
solution and incubated at 37° for 20 hours. Hydrogen-ion con- 
centration was pH 7.5 for the original enzyme solution, and pH 7.0 
for the purified one. The activity of ribosidase or nucleosidase 
was examined by determining the production of ribosephosphorie 
ester from guanylate or of ribose from guanosine in the mercuric 
nitrate filtrate of the reacting fluid. 

The original extract had a peculiar colloidal appearance, and 
showed very high activity of nucleosidase while ribosidase was pre- 
sent in ordinary quantity. In the eluate the quantitative ratio 
between the enzymes became more favourable for nucleosidase. It 
is shown in Table VII that the eluate contained practically nucleo- 


TABLE VII. 
Adsorption of Ribosidase and Nucleosidase from the Extract of Calf Spleen by 
Aluminium Hydroxide Cy and the Subsequent Elution with 
NavHPOs Solution. 
Experimental conditions are described in the text. 


Ribosidase Nucleosidase 
Production | Hydrolysis : 
pH of ribose- of Production ge 
phosphoric | glycosidic of ribose jie 
ester linkage (mg.) Peay al 
(mg.) (%) 
Original extract 7.5 7.87 13.9 15.35 72.4 
First eluate 7.0 1.03 1.8 9.03 42.6 
Second eluate 7.0 =f + 0.60 2.8 
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sidase only. Thus the findings of Klein were confirmed, that 
calf spleen was rich in nucleosidase and the eluate from C, con- 
tained nucleosidase exclusively. However, it is to be noted that 
calf spleen contains originally a good quantity of ribosidase and 
it is eliminated by the procedure of adsorption-elution. There 
is some dispute on the use of lead nitrate in Klein’s experiments 
for the purpose of removing proteins and nucleotide from the 
reacting fluid. The use of lead nitrate should be avoided when 
the disruption of the glycosidic linkages of nucleotides is examined, 
as it precipitates not only the nucleotides but also the ribosephos- 
phorie ester which is to be dealt with as the criterion of the disrup- 
tion. If Klein had used other tissue than calf spleen, he would 
have fallen into an error reaching the same conclusion that the 
eluate from C, contains nucleosidase only. 


Ill. Adsorption of Ribosidase and Nucleosidase by 
Kaolin and Zine Hydroxide. 


Kaolin was found by Levene and Weber to be a powerful 
adsorbent for nucleosidase but the enzyme was re-extracted with 
great difficulty. Euler and Brunius stated that nucleosidase 
was never adsorbed by kaolin at any acidity. The present writer 
observed that kaolin adsorbed ribosidase and nucleosidase at acid 
media (pH 5) and the enzymes adsorbed were eluted by NazHPO, 
solution. However, adsorption and elution of the enzymes took 
place only with slight effects. 

Zine hydroxide behaved as the adsorbent of the enzymes 
similarly to aluminium hydroxide Cy. The impurity of the enzyme 
solution was removed considerably by adsorption-elution with zinc 
hydroxide and NazHPO, solution, but the separation of the en- 
zymes one from the other was never achieved by this method (Table 
VIII). Zine hydroxide was prepared in the following way. One 
hundred gm. of zinc sulphate were dissolved in 1000 ce. of warm 
water and mixed under strong stirring with warm sodium 
hydroxide solution which contained a slightly greater quantity 
of NaOH than that calculated. The mixture was diluted to 10 
litres and decanted. Zine hydroxide was repeatedly washed with 
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TaBLEe VIII. 


Adsorption and Elution of Ribosidase and Nucleosidase by Zinc Hydroxide 
and NasHPOs: Solution. 
Experimental conditions are described in the text. 


Ribosidase Nucleosidase Nitrogen 

: : content 

Production Hydrolysis j Hydrolysis of the 

pH | of ribose- of ___ | Production of enzyme 

a ar ee of Gon guanosine | solution 

(mg.) | — (%) : eg ae 

Original | 7 = 2.86 10.1 3.85 20.8 840.6 

extract 

Eluate 7.0 2.23 7.9 3.36 18.1 64.7 


distilled water until the wash water showed no alkaline reaction, 
and a suspension which contained: 300mg. of ZnO in 10 ce. was 
prepared. Five ce. of the suspension were mixed with 10 ee. of 8% 
extract of acetone-treated rabbit muscle, shaken for 15 minutes 
at pH 5, and centrifuged. The enzymes were re-extracted from 
the adsorbent by shaking with 10 ce. of 1/20 M NazHPOs, solution 
for 15 minutes. The activity of ribosidase and nucleosidase was 
examined in the same way as in the ease of iron hydroxide. 


Discussion AND SUMMARY. 


1. Nucleotide-N-ribosidase and nucleosidase were found to be 
separable one from the other, taking advantage of the difference 
in their absorbability by colloidal iron hydroxide. Nucleosidase 
was easily re-extracted from the adsorbent by eluting with phos- 
phate solution at acid, neutral or alkaline reaction for a short 
duration. The solution of ribosidase free from nucleosidase was 
prepared by treating the adsorbent which had been previously 
freed from nucleosidase, with NasHPO, solution for a long time. 

2. Calf spleen contained both enzymes, nucleosidase far pre- 
dominating over the other. When the enzymes were adsorbed by 
aluminium hydroxide C, and eluted subsequently with NasHPO, 
solution, only nucleosidase was re-extractable. 
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3. The observation of Levene and Klein that the purified 
nucleosidase does not disrupt the glycosidic linkages of nucleotides 
is correct, inasmuch as the enzyme samples which were purified 
by iron hydroxide or prepared from calf spleen and purified by 
aluminium hydroxide C, were employed. However, the conclusion 
deduced by them from the above observation, that there is no 
enzyme for the hydrolysis of glycosidic linkages of nucleotides 
eannot be accepted. The presence of nucleotide-N-ribosidase 
escaped their notice. 

4. Kaolin adsorbed ribosidase and nucleosidase at acid media 
but only to a shght extent. Zine hydroxide was a powerful ad- 
sorbent for the purification of the enzyme solution. However, the 
separation of ribosidase from nucleosidase was never achieved by 
this adsorbent. 

The expense of this work was defrayed by a grant from the 
Imperial Academy. 
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UBER DIE ARGINASEWIRKUNG DER 
GESCHWULSTE. 


I. Mitteilung: Arginasewirkung von Kaninchen- und 
Hiihnersarkom. 


Von 


MASARU KATJU. 


(Aus dem Uazgino-Laboratorium des Instituts fiir Chemische Forschung an 
der Kaiserlichen Universitit Kyoto. Vorstand: Prof. Dr. S. Utzino). 


(Eingegangen am 30. September 1937.) 


Bei den Fiitterungsversuchen mit Arginin hat E. Gilroy 
(1930) beobachtet, dass das Wachstum des Mausecarzinoms (M. 63) 
durch Arginin gefordert wurde, wahrend die anderen untersuchten 
Aminosdiuren ohne Einfluss blieben. y 

S. Edlbacher und K. W. Merz (1927) wiesen als erste 
darauf hin, dass alle malignen Sauger- und Menschentumoren, ohne 
Unterschied ob Carzinom oder Sarkom, sich durch hohen Arginase- 
gehalt auszeichnen, und raumen dem argininspaltenden Ferment 
neben dem Eiweissstoffwechsel maligner Tumoren eine ganz be- 
sondere Stellung ein. 

Den gleichen Argininabbau zeigten neben bosartigen Ge- 
schwiilsten auch die im raschen Wachstum befindlichen eutartigen 
Gewebe, wie Granulationsgewebe oder embryonales Gewebe. Nach 
der Annahme von S. Edlbacher und F. Koller (1934) soll die 
Arginase mit den Wachstumsprozessen, d.h. mit Vorgangen, die 
mit aktiver Kernteilung einhergehen, in engster Beziehung stehen. 
Nach ihnen stellt die Arginasewirkung des Tumors nicht einen 
Teilvorgang der Harnstoffsynthese dar, welche die Hauptaufgabe 
der Arginase in der Leber sein soll, sondern hat viel mit dem 
Umsatz der argininreichen Zellkernsubstanz zu tun. 

Nach den Angaben von E. Waldschmidt-Leitz, E. Me- 
Donald und seinen Mitarbeitern (1933) sollen Kathepsin, Phos- 
phatase sowie Desamidase mit Tumoralterung eine Abnahme, die 
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Tumorarginase dagegen mit fortschreitender Nekrose eine Zunahme 
zeigen, wie sie auch von Edlbacher und Koller mitgeteilt worden 
ist. Die umfangreichen Untersuchungen, welche 8S. Utzino und 
seine Mitarbeiter (1937) im hiesigen Institut angestellt haben, 
ergaben dass an stickstoffhaltigen Bestandteilen des Wasserex- 
traktes in Hiihner- sowie in Kaninchensarkom sich fast ahnliche 
Substanzen wie in den anderen Geweben vorfanden, dass aber kein 
Arginin isoliert werden konnte. Um die chemische Beschaffenheit 
des Tumors genauer zu erkennen, haben sie die Stickstoffverteilung 
in dem Salzsiurehydrolysat der wasserunloshchen Grundsubstanz 
der beiden Sarkomgewebe untersucht. Was die Argininfraktion 
(nach Kossel-Kutscher) anbetrifft, scheint aber das prozentuale 
Verhaltnis des Stickstoffes in der Argininfraktion zum Gesamtstick- 
stoff im Tumor nur ein wenig hodher als in den anderen Geweben 
za sein. In der vorliegenden Arbeit habe ich unter Leitung von 
Prof. 8. Utzino die Arginasewirkung der Impfsarkome und auch 
der anderen Gewebe des gesunden und des tumorkranken Kanin- 
chens oder des Huhns unter Beriicksichtigung der nach erfolgter 
Impfung verflossenen Zeitdauer untersucht. Es wurden also die 
Versuche in drei Stadien einerseits an Kaninchen 30, 50 und 80 
Tage und anderseits an Hiihnern 7, 14 und 21 Tage nach der 
Tumorimpfung angestellt. Beztiglich der Arginasewirkung des 
Kaninchensarkoms habe ich eine missig deutliche Arginasewirkung 
festgestellt, welche ihrer Starke nach zwischen der Niere und dem 
Hoden desselben Tiers einzuordnen ist (Tabelle I). 

Das Hihnersarkom zeigte dagegen nur eine schwichere 
Arginasewirkung (Tabelle IT). 

Der Spaltungswert von 1leem Enzymlésung ahnelte deraje- 
nigen des Hiihnermuskels, entsprach aber demjenigen der Hiihner- 
leber oder war noch stirker, wenn das Verhiltnis auf die Trocken- 
substanz bezogen wurde, da die trockne Substanz der Enzymlésung 
des Hiihnersarkoms ungefahr nur ein Viertel derjenigen der 
Hithnerleber betragt. 

Bei den Versuchen mit 5cem statt leem Enzymlésung des 
Hihnersarkoms war der Spaltungswert im Grade fast der Leber- 
arginase des Huhns gemiss (Tabelle III). Hinsichtlich der 
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TABELLE III. 
Arginasewirkung des Hiihnersarkoms. 


ohne Mangansulfatlésung mit Mangansulfatlosung 
Enzymlésung Zunahme Zunahme 
n/50-Siure ae n/50-Siure ee 
(eem) o (cem) 
5,0 eem 2,10 4,8 2,90 6,6 
5,0 cem 2,20 5,0 3,00 6,9 


Tumoralterung habe ich weder besondere Verstirkung noch auf- 
fallende Abschwichung der Arginasewirkung im Laufe der Zeit 
festgestellt, obgleich der Spaltungswert ebenfalls eine gewisse 
Schwankung zeigte. Fiir Kaninchensarkom betragt also die ge- 
spaltene Argininmenge 30-40% des Gesamtarginins und 3-4% fiir 
Hiihnersarkom. Eine Metastase des Kaninchensarkoms zeigte auch 
deutliche Arginasewirkung ebensowie der eingeimpfte Tumor. 

Auch in den nekrotischen Teilen des Sarkoms habe ich deut- 
liche Arginasewirkung nachgewiesen. 

Hier sei erwahnt, dass Kaninchenleber und Hiihnerniere 
zugesetztes Arginin viel starker als die Tumorgewebe oder andere 
Gewebe abzubauen vermochten. Zwischen den Geweben des 
gesunden und des tumorkranken Tieres oder Huhns habe ich keinen 
besonderen Unterschied der Arginasewirkung gefunden. Auch bei 
der Verdiinnung des Mazerationssafts mit Wasser auf 100-faches 
Volumen konnte der Mazerationssaft der Kaninchenleber sogar 
noch ca. 50% und derjenige der Hiihnerniere auch in der 10-fachen 
Verdiinnung ca. 40% des zugesetzten Arginins abspalten. Bei der 
Beurteilung der vergleichenden Arginasewirkung des Tumors und 
der anderen Gewebe muss man auch die Aktivierung der Arginase 
in Betracht ziehen. G. Klein und W. Ziese (1932, 1935) 
berichteten tiber das Mangansulfat fls einen von Fermentbegleit- 
stoffen nicht beeinflussten Aktivator. Durch die Behandlung der 
Enzymlosung mit Mangansulfat als Aktivator habe ich die Aktivier- 
barkeit der Arginasewirkung mehr oder weniger in den beiden 
Sarkomfallen festgestellt (Tabelle IV u. V). Die Enzymlosung 
mit der schwichsten Arginaseaktivitét wie z.B. Htihnersarkom 
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TABELLE IV. 
Aktivierung der Arginasewirkung durch MnSO: (Kaninchen). 
x Mangansulfatkonzentration 0 m m me m 
Enzymlosung bei der Digestion 6000 | 4000 | 2000 | 1000 
5 Zunahme d. n/50-Siiure(cem) | 10,70} — | 28,70] 24,90) 20,10 
Niere Pome 
Spaltung (%) 24,6 5425 koi ontG,3 
a 1,00 ccm | axtivierbarkeit (%) va a / | 57,0 A 
& Zunahme d. n/50-Siiure(cem) | 3,10} 6,10] 6,60} 5,70); — 
a | Muskel 5 
& Spaltung (%) 7,1 | 14,0 | 15,2 | 13,1 | — 
& | 100cem | axtivierbarkeit (9%) YN MORO OA 
hee 
A ae Zunahme d. n/50-Siure(cem) | 19,80] — | 32,90] 34,10] 30,50 
Spaltung (%) 45,6 Os lSsounn Ose 
0,01cem | Axtivierbarkeit (9%) Fi Pa ah Wee ye eee 
meshes Zunahme d. n/50-Siure(ecm) | 16,60} 22,70) 24,40.| 26.80} 20,10 
Spaltung (%) 38,2 | 55,2 | 56,1. | 61,7. | 46,3 
100ccem | aktivierbarkeit — (%) Z| INE, WV 880a bee 
Eanes Zunahme d. n/50-Siure(eem) | 16,50] 28,90] 28,55) 29,10] 28,10 
a Spaltung (%) 37,9 | 66,5 | 65,7 | 67,0 | 64,7 
| L00cem | artivierbarkeit (9%) foto ase ie 
a Muske] | Znahme d. n/50-Saiure(cem) | 2,90] 4,70} 5,20] 4,40) — 
4 Spaltung (%) 6,4 | 10,8 | 12,0 | 10,8 | — 
wm 1,00ecem | artivierbarkeit (9%) Sf 1 ead ay 
Lebar Zunahme d. n/50-Saiure(cem) | 18,90] 27,45] 30,00] 27,80} — 
Spaltung (%) 43,5 | 63,2 | 69,1 | 64,0 — 
0,0lecm | axtivierbarkeit  (%) FN OS! NIB NY tele 
rete ‘ 7 ASB 
Unter Aktivierbarkeit versteht man hier x 100. 


schien verhiltnismissig starker aktiviert zu werden. 


A: Zunahme des Sdéureverbrauchs mit Aktivator 


IBS 


eh ” ” 


ohne 


” 


Nach meinen 


Versuchen mit dem Mazerationssaft des Sarkomgewebes sowohl 
wie mit dem der anderen Gewebe des Kaninchens oder des Huhns 
zeigte es sich, dass die héchste Aktivierbarkeit der Arginase durch 
diesen Aktivator in der Konzentration der Mangansulfatlésung 
von 0.0005-0.00025 Mol liegt. 
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TABELLE V. 


Aktivierung der Arginasewirkung durch MnSO, (Huhn). 


Mangansulfatkonzentration 


Enzymloésun ; : i = = = = 
= bei der Digestion ° | 000 | 4000 | 2000 | 1000 
Muskel Zunahme d. n/50-Siure(ecm) | 0,70] 2,10} 2,25] 1,00) — 
bi Spaltung (%) 1,61| 4,83} 5,18} 2,30) — 
wu com | Aktivierbarkeit (%) PAN GORGE OA 7 
= 
B ian. Zunahme d. n/50-Siiure(ecm) | 1,40] 6,20} 6,40] 6,00} — 
2 Spaltung (%) 3,2 | 14,2 | 14,7 | 13,8 = 
c iMeem: 1 attivierbarkeit (%) of SSG Ny 
Niere Zunahme d. n/50-Siure(ecem) | 8,00] 18,50] 19,10} 19,90] 17,10 
Spaltung (%) 18,4 | 42,6 | 43,9 | 45,7 | 39,7 
Serer TA icrbarkeib © (9) we eH 7 Wag 
ent Zunahme d. n/50-Siure(cem) | 0,85] 1,25} 1,75} 1,60) — 
Spaltung (%) 1,9 2,8 4,0 Boi = 
1,0cem | axtivierbarkeit  (%) G7 ae ONES ca 
arenes Zunahme d. n/50-Siure(cem) | 0,60} 2,25] 2,40) 2,30) — 
E Spaltung (%) 1,4 5,2 5D 558: — 
i 1,0cem | axtivierbarkeit  (%) ee ee Ae aa ed 
S 4 anrT an 5 7 — 
= Eicher Zunahme d. n/50-Siure(cem) | 1,60| 5,21} 7,30} 6,70 
RD Spaltung (%) Se Net 2:Or 6,8" Lo,4. — 
1,0 cem Aktivierbarkeit (%) Ga ye NV HSM ee ya 
Nicre Zunahme d. n/50-Siure(cem) | 12,30] 22,50} 24,20] 25,20} 23,40 
Spaltung (%) 28,3 | 51,8 | 55,7 | 58,0 | 53,8 
0,1 cem Aktivierbarkeit (%) Gi Ge J—AD 2 Ve 
he 8 ‘ ; -B 
Unter Aktivierbarkeit versteht man hier x 100. 


Enzymlosung: 


A: Zunahme des Siureverbrauchs mit Aktivator 


B : ” a” ” 


ohne ,, 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Das Tumorgewebe wurde sorgfaltig von den 


nekrotischen Teilen abpripariert, so dass makroskopisch keine 


Nekrosemasse mehr itiberblieb. 


Zur Verwendung gelangten die 


Hussere Randschicht und die zentrale Nekrosemasse. 
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Tumorgewebe, Nekrosemasse und die anderen Gewebe der 
tumorkranken Tiere wurden, fein geschnitten, im Morser mit dem 
dreifachen Volumen Glycerin-Wasser (6:4) gut zerrieben, durch 
ein feines Sieb koliert und dann im Hisschrank aufbewahrt. Beim 
Verbrauch wurde der Mazeretionssaft der Kaninchenleber aufs 100- 
fache und der Hiihnerniere aufs 10-fache mit Wasser verdiinnt, da 
gerade diese Enzymlosungen sehr stark eimzuwirken vermogen. 
Fiir jeden Versuch wurde je 1 cem dieser Enzymlosung verwendet. 

Versuchsansatz: 5ecem 2%iger Argininchlorhydratlosung 
wurden mit 10 cem 0.1 Mol Glycin-NaCl-NaOH-Puffer von Pu 9.2 
und 1eem Enzymloésung 4ceem Wasser unter Toluolzusatz bei 37° 
digeriert. 

Zur Aktivierung wurde leem der rohen Enzymlosung mit 
3cem Wasser und 1eem Mangansulfatldsung von verschiedener 
Konzentration (0.02, 0.01, 0.005 oder 0.003 Mol) versetzt und der 
Digestion mit Arginin-Pufferlodsung wie oben dargestellt, unter- 
worfen. 

Nach 24-stiindiger Digestion wurde der gebildete Harnstoff 
in 20 eem Digestionslésung nach der Ureasemethode in Ammoniak 
liberfiihrt, das nach Folin in die berechnete Menge 0.02 n-SO4He 
abdestilhert wurde. Als Kontrolle wurden Versuche mit Arginin- 
losung ohne Enzym einerseits und mit Enzymlosung ohne Substrat 
anderseits angestellt. In der Tabelle ist die Zunahme der zur 
Neutralisation verbrauchten 0.02 n-SO,H2(cem) und der Prozent- 
satz der zersetzten Argininmenge fiir das Gesamtarginin ange- 
geben. 

Die durch Aceton (10 faches Volumen) fallbare Substanz- 
menge in 5cem Enzymlosung wurde getrocknet und zwecks Ver- 
gleichs als Trockensubstanz in der Tabelle aufgefiihrt. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Im Mazerationssaft des Kaninchensarkoms wurde eine 
Arginasewirkung festgestellt, die unabhangig von der nach der 
Impfung verflossenen Zeit sich dem Grad nach zwischen der des 
Hodens und der Niere des Kaninchens zu befinden schien. Im 
Vergleich mit der Arginasewirkung des Mazerationsafts der 
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Kaninchenleber oder der Hiihnerniere ist die Wirkung sehr gering. 

2. Im Mazerationssaft des Hiihnersarkoms konnte man nur 
eine sehr schwache Arginasewirkung beobachten, ebensowie in dem- 
jenigen des Hiihnermuskels. Wenn man aber die Trockensubstanz 
(durch Aceton fillbar) der Enzymlisung im Betracht zieht, zeigt 
die Wirkung denselben Grad wie bei der Hiihnerleber oder einen 
noch starkeren. 

3. Die Arginasewirkung in Sarkomgeweben und in den 
anderen Geweben des tumorkranken Tiers zeigt mit fortschreiten- 
der Nekrose weder Abschwachung noch Verstarkung. 

4. In den Nekroseteilen der beiden untersuchten Sarkom- 
gewebe wurde auch eine ziemlich deutliche Arginasewirkung nach- 
gewiesen. 

5. Die eben erwahuten Beziehungen und Befunde betrefts 
der Arginasewirkung blieben auch nach der Behandlung der 
Enzymloésung mit Mangansulfat zum Zweck einer Vollaktivierung 
der Arginasewirkung fast die gleichen, trotzdem in allen Fallen 
eine deutliche Verstirkung der Arginasewirkung beobachtet wurde. 

6. Die griinstigste Konzentration der Mangansulfatlosung fiir 
die Aktivierung der hier untersuchten Arginaseldsung des Sarkoms 
liegt bei 0.0005—0.00025 Mol. 
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UBER DIE BAKTERIENENZYME. 


I. Mitteilung: Uber die proteolytischen Enzyme der 
Gelatine verfliissigenden Bakterien. 


Von 


MITZIMASA IMAIZUMI. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
Nagasaki. Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Hingegangen am 30. September 1937.) 


Nachdem zuerst Bitter (1886) ein proteolytisches Enzym in 
den Choleravibrionen und spater Fermi (1890, 1892) eine Gelatine 
verfliissigende Wirkung des Bac. prodigiosus und Bac. pyocyaneus 
aufgefunden hatte, gibt es eine zahlreiche Literatur tiber die 
Bakterienproteasen. Man besitzt aber bisher nur wenige genaue 
Angaben iiber die optimale Aciditaét oder tiber die Spezifitat der 
proteolytischen Enzyme der Bakterien. Noch sparlicher sind die 
Arbeiten, in denen die moderne Methodik zur Anwendung gekom- 
men ist. Im Jahre 1912 hat F. von Gro6er iiber die positive 
Prodigiosusgelatinase im Bouillonfiltrat (Berkefeld) sowie im 
Wasserextrakte des getrockneten Bakterienpulvers berichtet. K. 
Meyer (1911) hat das Optimum fiir die Proteinase von Bae. 
prodigiosus und von Bac. pyocyaneus unter Benutzung der Casein- 
methode als Pu 7,2 angegeben. Durch die Untersuchung K. G. 
Dernbys (1921/22, 1923) wurden stark wirksame Gelatine 
spaltende Enzyme in den Kulturfiltraten (Chamberlandkerze) 
verschiedener Bakterienarten (Bac. subtilis, pyocyaneus, prodi- 
giosus, sporogenes und histolyticus) festgestellt. Nach ihm ent- 
sprechen die Optima fiir Gelatine- und Witte-Peptonspaltung 
einem Wert von Px 6,0-7,0, also liegt das Optimum am Neutral- 
punkt. Avery und Cullen (1922/23) fanden in ihren erfolg- 
reichen Arbeiten iiber die Pneumococcen, dass diese Bakterien 
Pepton am besten bei schwach alkalischer Reaktion spalten. 

Beziiglich der Sekretion der Bakterienproteinasen (Bac. 
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fluorescens liquefaciens und Bae. subtilis) haben A. I. Virtanen 
und J. Tarnanen (1932) berichtet, dass sie nur im Berkefeld- 
filtrate die Zunahme des loslichen Stickstoffes des zugesetzten 
Caseins nachgewiesen haben, nur wenig aber im Bakterienriick- 
stand. Die Hydrolyse des Witte-Peptons soll im Filtrat nur 
minimal auftreten. 

In der vorliegenden Arbeit habe ich unter Leitung von Prof. 
S. Utzino systematisch die proteolytisechen Wirkungen von 
Gelatine verfliissigenden Bakterien gegeniiber Casein, Gelatine, 
Pepton, Peptiden, Acyldipeptid und Chloracetylaminosdéure durch 
Mazerationssaft, Trockenpriparat und _ Bouillonfiltrat unter 
Beriicksichtigung der Wasserstoffionenkonzentration studiert. Wie 
die Versuchsergebnisse iibersichtlich in der nachstehenden Tabelle 
zeigen, habe ich festgestellt, dass die Spaltung von Hiweisstoffen 
sowie Pepton durch den Mazerationssaft, das Trockenpraparat und 
das Bouillonfiltrat der Bakterienkultur in einem ziehmlich breiten 
Umfang der Aciditat (PH 6,5-8,0) vor sich gehen kann, was auch 
fiir die Angaben Dernbys (1922/23) iibereinstimmend spricht. 
Die giinstigere PH-Bedingung fiir Bakterienproteinasen scheint 
aber im allgemeinen bei Pu 7,0—-8,0 zu liegen, wenn auch in einigen 
Fallen die Hydrolyse noch bei schwach saurer Reaktion (Px 6,5) 
deutlich auftrat. Die Wirkungsoptima der Proteinasen oder 
Peptonasen schwanken in einem gewissen Umfang des Pu-Bereichs. 
Diese Schwankung der giinstigsten Pu-Werte hangt nicht nur von 
der Bakterienart ab, sondern auch von den Enzympraparaten 
sowie den Hiweissarten. Die Frage, ob diese verschiedenen Pu- 
Werte vom Spezifitatunterschied der Bakterienproteasen herriihren, 
oder ob diese bei schwach alkalischer Reaktion wirkenden trypsinar- 
tigem Proteinasen mit dem tierischen Trypsin identisch sind, bleibt 
noch offen. Auf die letztere Frage méchte ich demniichst in 
meiner Arbeit tiber die Prodigiosusproteasen wieder zuriickkom- 
men. Nach den Angaben Dernbys waren die Filtrate von 
Staphylococcus aureus, albus und neofomans proteolytisch inaktiv. 
Bei meinen Versuchen mit Staphylococcenarten habe ich die 
Proteinase- sowie Peptonasewirkung im Mazerationssaft, im 
Trockenpraparat wie auch im Bouillonfiltrat festgestellt, wenn nur 
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TABELLE I, 
Proteolytische Wirkungen der Gelatine verfliissigenden Bakterien, 
Die Zahlen bedeuten die optimale Aciditiit. 
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+: positiv, —: negativ, ++: verstirkte Hydrolyse. 
0) IB et i = ‘S 
=| f=] a Le o 1a aS) a 
5 a a S peer is m8 BB be 
i Enzymarten S 2 3S, e = 2 Sa Be 
‘D 2 iS) o eS ® 7 
ee + } +t] + a a ah ees 
. Mazerationssaft 7,0-7,5|7,5-8,0| 7,0 se 5676 
ze Ce, a he ee ae . 
2 Trockenpraparat 15 7,5 |6,5-7,5 a 8.0 HE = 
Premera yr ery el = | — 1 — 1 = 
: apap || shape i] ae oe sh Sr 
Mazerationssaft Py ++ ap an — 4 
an 6,6—-7,6|7,0—7,6|7 ,0-7,6 7,6 
3 Trockenpraparat hae wey oe ++ 16-8, 0 ae tL z= a 
Ay 
Bouillonfiltrat 6 ae ol a, 6lg oe a — oe = = 
? ? ? ’ > ? 
; ++] 44+) 44 ++ 
Z Mazerationssaft 7,0-7,5(6,5-7,5| 7,0 +4 7,5-8,0 hs oh a Ale 
jo) 
sooag | Ht | tt] tt] | ++ s o 
= Trockenpraparat 7,0 |7,0-7,517,0-7,5| 7 4 30 | ++ 
Ai Bouillonfiltrat 7 ae 5 oe a = = = = = 
2 | Mazerationssaft 7% 7 el7o-7617,0-7,6 + * (70-80, t+ | ~ | ++ 
= ? > ? ? 7 ? ? ? 
oO 
| 
a ee - + se eae gl eo 7 
5 Trockenpraparat 7,6 7,6 |7,0-7,6 7,6-8,0 
a 
& | Bouillonfiltrat ogee | eee | = 
? ? ’ ’ 
2) + + + | ++] 44+ ++] 4+ 
& | Mazerationssaft {7 9/7 sl7,0-7,517,0-7,517,5-8,017,5-8,0| + * | 8,0 \6@-7,0 
[e) 
2 pes + + ef Pa Se = = 
B Trockenpraparat 7,0-8,0|7,0-7,5|7,0-7,6 apr 7,5-8,0 a 
5 + + + 
8 = = es = 
o Bouillonfiltrat 6,6-7,6|7,0-7,616,6-7,6 


im Bouillonfiltrat des Staphylococcus aureus die diesbeziigliche 
Entgegen den Angaben Virtanens 


Wirkung vermisst wurde. 


(1932) habe ich eine deutliche Spaltung des Peptons durch das 
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Bouillonfiltrat® der untersuchten Bakterienarten festgestellt. In- 
folgedessen méchte ich hier auch im Sinne Virtanens ein als 
Tryptase aufgefasstes Exoenzym, das Hiweisstoffe sowie Pepton zu 
hydrolysieren vermag, annehmen. Hier sei auch erwahnt, dass 
der Extrakt des getrockneten Bakterienpulvers oder der Mazera- 
tionssaft der Bakterien eine starke Hiweiss sowie Pepton spaltende 
Wirkung zeigen kann. 

Was die Dipeptidasewirkung von Bakterien anbelangt, hat 
T. Sasaki (1912, 1912) aus Kulturlésung von verschiedenen 
- Bakterien mit Diglycin oder Glycyl-l-tyrosin deren Komponenten 
Glycin und [-Tyrosin isoliert und hat als experimentell exakt 
bewiesen, dass den Bakterien auch ein erepsinartiges Enzym 
zukommt. Vorlaufig soll er aber damals noch kein befriedigendes 
Resultat mit Kulturfiltrat erzielt haben. In allen mit dem Mazera- 
tionssaft oder mit dem Trockenpraparate ausgeftihrten Versuchen 
habe ich sicher deutliche Tripeptidase-(Leucyldiglycinspaltung ) 
sowie Dipeptidasewirkung (Diglycin, Glyecylphenylalanin) am 
‘giinstigsten bei schwach alkalischer Reaktion (Pu 7,0-8,0) fest- 
gestellt, obwohl man aber auch bei schwach saurer Reaktion (PH 
6,5) (z. B. Trockenpraparat von Bac. prodigiosus, Mazerationssaft 
von Bae. proteus und von Staphylococcusarten) eine deutliche 
Aciditatszunahme beobachtet hat. Hinsichtlich der Schwankung 
der Pu-Werte der Peptidasenwirkung soll hier auch von den bei 
der Proteinasenwirkung behandelten die Rede sein. 

Die Dipeptidasenwirkung des Bac. subtilis scheint besonders 
sehr schwach zu sein. Im Bouillonfiltrat hat man in allen Fallen 
die Peptidasenwirkung vermisst und man kann hier sehr wahr- 
scheinlich annehmen, dass fiir die Peptidasenwirkung der Bakterien 
in @er Hauptsache das Endoenzym verantwortlich ist. 

Betreffs der Carboxypolypeptidase habe ich die sehr interes- 
santen Ergebnisse erzielt, dass Benzoylglyeylglycin nur durch Bac. 
prodigiosus und durch Staphylococcen gespalten wurde, welche die 
Hiweisstoffe etwas schwacher als die anderen Bakterien anzugreifen 
schienen, wahrend Chloracetylphenylalanin durch alle hier unter- 
suchten Gelatine verfliissigenden Bakterien hydrolysiert werden 
kann. 
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¢ 
Aus der Spaltungsfliissigkeit des Benzoyldiglycins habe ich die 


Benzoesaure isoliert. Was die Acylasen- oder Halogenacylasen- 
wirkung anbetrifft, méchte ich in den folgenden Abhandlungen 
liber die Bakterienacylase nochmals diskutieren. 


Experimenteller Teil. 
A. Enzympraparate. 

1. Mazerationssaft: 15¢ frische, aus Plattagarkulturen (1 
Tag) gesammelte Bakterien wurden 14 Stunde lang unter tiichtigem 
Umritihren mit 3 cem Essigester behandelt und nach Neutralisieren 
mit Ammoniak, wenn notig, mit 20cem Glycerinwasser (1:1), 
welches Formalin in einer Menge von 0,3% enthielt, versetzt. Nach 
5 stimdigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde die Suspension 
mit 60 ccm Glycerinwasser (1:1) verdiinnt, dann 2 Tage lang bei 
Zimmertemperatur unter Toluol digeriert und schliesslich abzentri- 
fugiert. Das Zentrifugat erwies sich vollig steril (Platten- oder 
Bouillonverfahren). Bei den Versuchen wurden 3cem Zentri- 
fugat als Enzymlosung verwendet. 

2. Trockenpriparat: Die von den Plattagarkulturen (1 Tae) 
gesammelten Bakterien wurden mit Aceton und Ather behandelt 
und in einem Vakuumexsikkator tiber Schwefelsdure getrocknet. 
Die getrockneten Bakterien wurden in einem Morser zerrieben und 
mit Toluoldampf sterilisiert. Bei dem Versuche wurden 4 @ Pulver 
mit 100 eem Glycerinwasser (1:1) 14 Stunde bei 37°C extrahiert 
und dann zentrifugiert. 3c¢cm Zentrifugat wurden als Enzym- 
losung gebraucht. Diese Enzymlosung zeigte sich stets  steril 
(Plattenverfahren). 

3. Bowillonfiltrat: Bei den Versuchen mit der Kulturfli&sig- 
keit arbeitete man stets mit 7 Tage alten Bouillonkulturen. 

Die Nahrlosung, die 2g Pepton Witte, 1g NaCl und 200 cem 
Wasserextrakt aus 100¢ Fleisch enthielt und im Dampftopf 
sterilisiert wurde, hat man mit einem gewissen Stamm Bakterien 
bei 37°C 7 Tage lang der Kultivierung unterworfen. Zuerst zentri- 
fugierte man die Kulturlésung, dann filtrierte man das Zentrifugat 
durch Chamberlandfilter. Mit 10cem Filtrat wurde auf die 
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Fermenttatigkeit geprift. 


B. Substrate. 


Casein nach Hammersten. 

Gelatine alba (EK. Merck). 

Pepton (Gelatopepton): Es wurde in hiesigem Institut durch 
wiederholte Einwirkung der Schweinsmagenschleimhaut auf 
Gelatine dargestellt. Bei den Versuchen wurde 3%ige Casein-, 
Gelatine- oder 1%ige Pepton- und 0,1 Mol Substratlosung ange- 
wendet. 


C. Versuchsansatz. 


3cem Mazerationssaft, 8c¢em Glycerinwasserextrakt der 
eetrockneten Bakterien oder 10 cem Bouillonfiltrat warden mit 10 
eem Substratlésung und 20ceem Puffer (Phosphat-Citronensaure 
Gemisch) vermischt und unter Toluol bei 387°C digeriert. Nach 
Ablauf einer gewissen Versuchszeit (0, 8, 12, 24 und 72 Std.) wurde 
die Aciditét in 5ecm Digestionsl6sung nach Sorensen mit 0,1 
n-NaOH formoltitriert oder der Aminosticktsoff in 1 eem Verdau- 
ungsflissigkeit nach Van Slyke bestimmt. Als Kontrollversuch 
wurde die Enzymlosung ohne Substrat unter den gleichen Beding- 
ungen digeriert und die diesbeziiglichen Bestimmungswerte sind 
von denjenigen des Hauptversuchs abgezogen. Die Zahlen der 
folgenden Tabellen geben nur die Aciditaétszunahme in 5 cem 
Versuchslosung nach 24 Stunden an, da hinsichtlich der ver- 
schiedenen Versuchszeiten fast kein Unterschied derselben bemerkt 
wurde. 


* I. DarstELLUNG DES STERILEN MAZERATIONSSAFTES. 


Da der Mazerationssaft, der mit einer grossen Menge frischer 
Bakterien in Suspension bereitet wurde, sich immer, wenn er mit 
Toluol oder Chloroform versetzt oder auch zentrifugiert wurde, 
nicht ganz steril (Platten- oder Bouillonverfahren) erwies, bin ich 
auf die grossten Schwierigkeiten bei den Versuchen mit dem 
Mazerationssaft gestossen. Die in Tabelle 2 angegebenen Hr- 
gebnisse zeigen, dass die vollstindige Sterilisation der frischen 
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Bakterienmasse nur durch 0,3%igen Gehalt an Formaldehyd zu 
erreichen ist. (Fiir Bac. subtilis ist aber mehr als 0,7% nétig). 
Anderseits ist aber die paralytische Wirkung des Formaldehydes 
auf proteolytische Enzyme schon bekannt, und zwar wird das 
Trypsin (E. Merck) nach Johannessohn durch 20 sttindige Be- 
handlung mit 1%igem Formaldehyd unwirksam. Nach den hier 
angestellten Versuchen (Tabelle III) hat der Formaldehydgehalt 
der Enzymlosungen an 0,3% die Wirkung der Pankreasproteinase 


TABELLE II. 


(+: Bakterienentwicklung, —: steril) 
Bae. subtilis Bae. coli Bae. proteus 
Gehalt 
4Std. 24Std. | 4Std. 24Std. | 4Std. 24 Std. 

Toluol 10 oF se = ate ete Ge 
(Volum % ) 20 + + ey + + ee 
Chlorofrom 9 te He 

(Volum %) 20 S He * * 
8 + + ra Jo vA ye 
Alcohol 10 ep t He 7 : ss 
(Volum % ) 20 + ~ ne + + + 
30 si ar aR ar a Ais 
Fi + - + + ye vA 
yi ~ - + + a we 
( ED Bs) + + + + ye Yile 
‘ ,0 + + + + + c 
0 Am wa ie Wa i Ge 
0,5 + = Va Yo Ve Be 
+ + 

Kresol 1,0 e a ee 
(g/dl) 3,0 + + + + = + 
5,0 - f 4 — Vy va 
0,3 + = + ~ = = 
Formaldehyd 0,5 a + oe = r 
(g/dl) 0,7 + - — — - -- 
1,0 - — Va ye va Vi 
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auf 60% der Vollaktivitiit herabgesetzt. Wie das Resultat angibt 
(Tabelle IV), brauchte ich als giinstigste Enzymlésung aus frischen 
Bakterien einen solehen Mazerationssaft, der nach Vorbehandlung 
mit Essigester mit Glycerinwasser (1:1), das 0,3% Formaldehyd 
enthilt, mehr als 24 Stunden aufbewahrt wurde. Wie ich mich 
iiberzeugt habe, hat der in dieser Weise bereitete Mazerationssaft 
der frischen Bakterien eine starke Wirkung erwiesen. 


A. Die sterilisierende Wirkung des Formaldehydes auf frische 
Bakteriensuspension. (Tabelle IT.) 


2¢ frischer Bakterienmasse wurden in 10 ccm Glycerinwasser 
(1:1) suspendiert und nach Aufbewahrung (4 und 24 Stunden) 
auf die sterilisierende Wirkung dureh Platten- oder Bouillonkultur 
(nach 2 Tagen beobachtet) gepritift. (s. Tabelle II.) 


B. Formaldehydwirkung auf Pankreasproteinase. 


Nach 4 stiindiger Einwirkung der Formaldehydloésung von 
verschiedenen Konzentrationen wurden 2 cem Glycerinextrakt aus 
Schweinspankreas (1 Teil Pankreasbrei+3 Vol.-Teile Glycerin- 
wasser (1:1)) mit 10cem 4%iger Gelatinelésung und 20 eem 
Puffer (Pu 7,6) im Brutschrank bei 37°C digeriert. Nach 4 
Stunden titriert man die Aciditaétszunahme in 5ecem nach der 
Formolmethode. (Tabelle III.) 


TABELLE III. 


Enzymlosung Formaldehydgehalt Aciditatszunahme nach 4 Std. 
(ecm) (%) ecm 0,1 n-NaOH 
2 0 1,9 
2 0,1 alee 
2 0,3 iil 
2 1,0 0,3 
2 2,0 0,0 


C. Vergleichende Wirkung des Mazerationssaftes frischer 
Bakterien (Bac. proteus), unter Beriicksichtigung der 
Vorbehandlung und des Formaldehydgehalts. 
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4e frischer Bakterien (Bac. proteus) wurden zuerst mit 0,8 
cem Essigester 44 Stunde lang gut umgeriihrt, dann mit 10 ecm 
Glycerinwasser (1:1), welches Formaldehyd in 0,3% enthielt, 4 
Stunden lang bei Zimmertemperatur behandelt und zuletzt unter 
Zusatz vom gleichen Volumen Glycerinwasser (1:1) und etwas 
Toluol der Autolyse tiber Nacht unterworfen. Dieser Mazerations- 
saft wurde auf seine Spaltungsfahigkeit von Gelatine und Diglycin 
mit der Spaltungsfahigkeit der in anderer Weise bereiteten Enzym- 
losungen vergleichend gepriift. 


TABELLE LV. 
4cecem Enzymlésung+10 cem Substratlésung+10cem Puffer: 37°C 24 Std., 
Formoltitration in 10 cem mit 0,1 n-NaOH. 


Enzym- Formal- Sterili- Aciditatszunahme 

losung Vorbehandlung dehyd sations- 

(cem) (%) probe Gelatine | Diglycin 
4 gE 0,0 + 1,45 ibs?! 
4 7, 0,3 = 0,82 0,61 
4 Essigester 0,3 - 1507 0,85 
4 | Chloroform 0,3 - 1,05 0,80 
4 Essigester 1,0 =_ 0,36 0,22 


IJ. ProrrouytTiscHe WIRKUNGEN DER GELATINE 
VERFLUSSIGENDEN BAKTERIEN. 


A. Proteolytische Wirkungen von Bac. subtilis. 


Aus Tabelle V ist ersichtlich, dass Eiweiss und Pepton stark 
durch alle Enzympraparate von Bac. subtilis gespalten wurden und 
zwar am gunstigsten bei schwach alkalischer Reaktion (Pu 7,0-7,5). 
Tripeptid und Dipeptide wurden nicht durch das Bouillonfiltrat, 
wohl aber durch sowohl Trockenpraparat als auch Mazerationssaft 
angegriffen (Pu 7,0-8.0). Hier sei erwihnt, dass Subtilisdipep- 
tidase nur wenig im Mazerationssaft nachweisbar war. Bemerkens- 
wert ist, dass Chloracetylphenylalanin nur durch den Mazerations- 
saft hydrolysiert werden konnte, wahrend Benzoyldiglycin gar 


nicht angegriffen wurde. 
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TABELLE V. 


Aciditiitszunahme in 5 ccm Digestionslésung (cem 0,1 n-NaOH). 


PH 
Substrat Enzymarten O50 16,05 Gyo HAD 1) 8,0 9,0 
Std. 
Mazerationssaft 24 (Oak j) RIL || O32, |) Os? 0,6 | 0,6 —" 
Casein Trockenpraparat ” OMe O51 05351) 054: (55 |) PS — 
Bouillonfiltrat ” GH! || sl | O28 |) Os O53 1052 — 
Mazerationssaft ” OIE | Oe | Ors |) @et 0,4 | 0,3 — 
Gelatine | Trockenpraparat ” OA) OS) O53] 03 0,4 | 0,3 — 
Bouillonfiltrat +>? Ot OAl | @al |) Oe 0,3 | 0,3 = 
Mazerationssaft ” Oat || OR Ce Met Os | OR — 
Pepton Trockenpraparat ” Oy || OR | OSs || hss Oka) OES: — 
Bouillonfiltrat ” OE |) OR || Oe | Oe 0,3 92 — 
Mazerationssaft ” = | | | — | 0,4 — 
Leucyl- Trock Sarat b 4 een ees = eh oe 
diglycin | Trockenprapara = : — 
Bouillonfiltrat ” —;| —|} —| — — | 0,0 — 
Mazerationssaft ” == || OO |) Oxo || O0 OR Ost 0,0 
Diglycin | Trockenpriparat ” ss | ONL | O8 | OS 0,3 | O,4 0,2 
Bouillonfiltrat ” = | O0 | @O@ || OW 0,0 | 0,0 0,0 
Glyeyl- | Mazerationssaft ” Ses) eel) ee Oct os 
phenyl- | Trockenpraparat ” —| — | —| — —| 0,4 — 
alanin | Bouillonfiltrat ” —}| —| —}] — —| 0,0 — 
i , ee eee aE od | OX 
Benroye Mazerationssaft , x0,014) — 
diglycin | Trockenpriparat ” ssf aj ae] — = |) 0X0) = 
Bouillonfiltrat ” =| oe ==) OL) — 
Chlor- Aare : . Se ee edly Uae ee 
Beaty Mazerationssaft x0388 a —_ 
phenyl- | Trockenpriparat ” =) o> | OO == | == = 
alanin | Bouillonfiltrat ” —/| —]}] —| 0,0 ee | ee — 


x NH2-N (mg) in 1 cem Digestionslésung 


B. Optimal-Pu der Subtilis-Halogenacylase (Chloracetyl- 
phenylalaninspaltung). (Tabelle VI.) 
Um den optimalen Pu-Wert der Chloracetylphenylalaninspal- 


tung durch den Mazerationssaft festzustellen, hat man den folgen- 
den Versuch angestellt. 
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TABELLE VI. 
2cem Maz.-saft (5g Bakt., 40 cem Glycerinwasser (1:1), Formalingehalt 
0,3% ) +3 eem 0,1 Mol Chloracetylphenylalaninlésung +5 cem 
Pufferlésung: 37°C, 24 Std. 


PH 4,4 5,0 5,6 6,0 6,6 7,0 7,6 


NH>-N (mg) | 0,00 | 0,086 0,146 0,193 0,315 0,251 0,162 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, liegt der Optimal-Pu der 
Substilis-Halogenacylase bei 6,6—7,0. 


C. Proteolytische Wirkungen von Bac. prodigiosus. 


TABELLE VII. 
Aciditétszunahme in 5 ccm Digestionslésung (ccm 0,1 n-NaOH). 


[\ Px 
. \ 5. = = 
Substrat | Enzymarten 4 5,0 | 6,0 | 6,5 7,0 15 8,0 9,0 
Std. ee 

| Mazerationssaft | 24 | 0,4] 0,9| 12/12 |.12/ 10 | — 
Casein Trockenpraparat ” O64) 057.) 056.4, 058 0.8 | 0,5 — 
Bouillonfiltrat ” OAs OD) “O22 053" | =052 —— 
MazZzerationssaft ” 0,1 | 0,5 | 0,6 | 0,8 @:85] 037 cm 
Gelatine | Trockenpriparat ” 033: | 0 | 035 |) 056 0,5 | 0,4 — 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,0] 0,2) 058 53 | O51 — 
Mazerationssaft ” O01) 1021 1 0,9))\) 10 0,8 | 0,8 —_ 
Pepton Trockenpriparat ” OLS Ossi Osoy lie Oxy 0,7 | 0,6 —_ 
Bouillonfiltrat ” Os1-|.0;2 | 0,3 14054 One Ort —_— 
Leuecy]. | Mazerationssaft ” —/ —} —| — — |} 1,6 — 
a Pk Bouillonfiltrat » SF es ee ee oe 
By Trockenpraiparat ” |=) =) = — | 0,0 = 
Mazerationssaft ” — | 0,1 | 0,1 0,3 0,5 0,4 0,2 
Diglyein | Trockenpraparat ” — | 0,2 | 0,5 | 0,5 0,5 | 0,8 0,3 
Bouillonfiltrat ” — | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 0,0 
Glyeyl- Mazerationssaft ” e — | —}| — == — | 0,5 — 
phenyl- | Trockenpraiparat ” fh ai al = |) OXY) == 
alanin | Bouillonfiltrat ” | Sa, eee lO ec 1), OH = 
: = i) 0345: | 

Benroyi: Mazerationssaft ” = x0,135 
diglycin | Trockenpraparat ” ==) | = S| i050) = 
Bouillonfiltrat ” a —| 0,0 = 
Chlor- ‘ 5 Ree ee OSSs i wexie e es 

ae Mazerationssaft 0,135 

phenyl- | Trockenpraparat ” a ee ee.) =|) — 
alanin | Bouillonfiltrat ” — | —) —/-0,0 elie? ae 


x NH2-N (mg) in 1 cem Digestionslosung 
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Bei schwach alkalischer Reaktion (Pu 7,0-7,5) spalteten diese 
Bakterien Casein und Gelatine sowie Pepton in deutlichem Masse. 
Die Hydrolyse durch den Mazerationssaft trat auch deutlich bei 
schwach saurer Reaktion auf und zeigte dabei einen breiten 
Optimalbereich, z. B. von Px 6,5-7,5 bei Caseinspaltung. 

Der Mazerationssaft vermag hier Acyl- und Halogenacyl- 
derivat zu spalten, die weder Trockenpraparat noch’ Bouillonfiltrat 
angegriffen hatte. Das Bouillonfiltrat blieb auch hier ohne Hin- 
fluss auf Tri- und Dipeptide. Um experimentell festzustellen, ob 
diese Spaltung von Acylderivaten von der Wirkung der Carboxy- 
polypeptidase oder des Histozyms herriihrt, hat man folgenden 
Versuch angestellt. 2 g Benzoyldiglycin wurden in 150 ecm schwach 
alkalischer Losung geldst und, unter Zusatz von 60cem Mazera- 
tionssaft von 20 @ Prodigiosusbakterien und etwas Toluol, bei 37°C 
7 Tage lang im Brutschrank digeriert. Nach Ansdéuern mit HCl 
wurde die Verdauungslosung im Kumagawa-Suto-Apparate mit 
Ather extrahiert. Aus dem Atherextrakt schieden ca. 0,1 ¢ Krys- 
talle aus, die bei 121°C schmolzen und sublimierten.. Also erhielt 
man die Benzoesdure aus Benzoyldiglycin und die Frage ist noch 
ungelost geblieben, da Bac. prodigiosus auch Hippursaure hydro- 
lysieren kann und die Benzoeséurebildung aus primar durch 
Carboxypolypeptidase gebildeter Hippursaure nicht ganz aus- 
geschlossen werden kann. 

Was die proteolytischen Enzyme des Bae. prodigiosus an- 
betrifft, modchte ich besonders in der dritten Mitteilung dieser 
Arbeit nochmals eingehend dariiber berichten. 


D. Proteolytische Wirkungen von Bac. proteus vulgaris. 


Proteusbazillen griffen Eiweisskorper und Pepton am giinstigsten 
bei Pu 7,0-7,6 an. Bemerkenswert ist, dass auch hier bei schwach 
saurer Reaktion (Pu 6,6) eine deutliche Acidititezunahme beo- 
bachtet wurde. Man hat hier auch keine Acylase-, aber eine 
Halogenacylasewirkung nur durch Mazerationssaft beobachtet, wie 
dies bei Bac. subtilis der Fall war. Das Bouillonfiltrat erwies sich 
unwirksam auf Peptide, Acyl- sowie Halogenacylderivat. 
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TABELLE VIII. 
Aciditatszunahme in 5 cem Digestionslésung (ccm 0,1 n-NaOH), 
PH 
Substrat Enzymarten + 5,0 | 6,0 | 6,6} 7,0 | 7,6| 8,0 | 9,6 
Std. 

Mazerationssaft | 24 | 0,4] 0,6] 0,7/ 1,0 | 0,91 08 | — 
Casein Trockenpraparat ” Set) Osi Osa: ll 085 0,6 | 0,4 — 
Bouillonfiltrat ” O,1 | 0.2 | O38 | 058 0,3 | 0,2 —- 
Mazerationssaft ” 0,4 | 0,6 | 0,7 | 0,8 0,7 | 0,6 — 
Gelatine | Trockenpriparat ” O,U || Q,2' } 058) |) Os4. 0,5 | 0,3 — 
Bouillonfiltrat »” O10) 052 | 0,2) 0,2 032 | 0,2 — 
Mazerationssaft ” 0,5) 0,5 | 0,8 | 0,9 039 | 0,7 = 
Pepton | Trockenpraparat ” O51) | O24) 054 f Oss fF O54 | 0.28 = 
Bouillonfiltrat ” 01 | 0.2) 0,3) 0,8 0,2 | 0,1 — 
Mazerationssaft ” == | = —_— —- Sat al 8 — 
ee a Trockenpraparat ” FS ey eel eee ari el ass 
Bouillonfiltrat ” ct | ee = | OED ad 
Mazerationssaft ” ——+ O22 Fr Oye It O55 0,8 | 0,5 0,3 
Diglycin | Trockenpraparat ” == 102 |) 0271 OF 0,6 | 0,6 0,3 
Bouillonfiltrat ” — | 040.) 050) 0:0 0,0 | 0,0 0,0 
azerati ” me fet ete OS he 

Givcyi- Mazerationssaft : 
phenyl- | Trockenpraparat ” =e) aS) se ma 056 = 
alanin Bouillonfiltrat ” Ss lacie ree ec = || Ll a 

, 0,0 
Mazerationssaft ” oe aay eS ae ZZ xi). Ona 

Benzoyl- 4 
diglyein } Trockenpraparat ” | == a = 050 —_ 
Bouillonfiltrat » See a SI) LSU ar 

: 1,35 
Chlor- Mazerationssaft ” = he = |seo, Tar 
acetyl- 

phenyl- | Trockenpraparat ” —/| —} —| 90,0 —| — — 
alanin | Bouillonfiltrat » —|—| —|o0 |-| — | — 


x NH2-N (mg) in 1 cem Digestionslosung 
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E. Proteolytische Wirkungen von Bac. pyocyaneus. 


TABELLE IX. 
Aciditiitszunahme in 5 cm: Digestionslésung (0.1 n-NaOH). 


PH | 
Substrat Enzymarten SHO) |) (OHO) || Lass 7,0 7,6 8,0 9,0 
Std. 
Mazerationssaft 24 OLE OSSaOL Se Oso. 0,4 0,3 — 
Casein Trockenpraparat| » OFT Oa OR AOS 0,4 0,3 = 
Bouillonfiltrat ” OLOT MN OLOR I OSie OrS 0,3 0,1 == 
Mazerationssaft ” eal |) 8) | Oe) OG 0,6 0,4 — 
Gelatine | Trockenpraparat ” 0,0 | 0,1 | 0,1 | 0,2 O53) 052) — 
Bouillonfiltrat ” ON OR Ole so) 0,3 0,2 = 
ry 

Mazerationssaft |. » 0,0 | 0,0] 0,2 | 0,4 Oa || Oss —_ 
Pepton Trockenpraparat| | » 0505) NOS MOST Os: 0,3 0,2 = 
Bouillonfiltrat ” OO) Oh | Ol) Oe 0,2 0,1 = 
ueuewi: Mazerationssaft ” SSS = a= == UES = 
di ‘b . | Trockenpriparat ” car! = = —- = 1,4 — 
18'YOM | Bouillonfiltrat ” a = |} O0) = 
Mazerationssaft ” — | O71 | 052 || 054 OsSa Oss) 0,3 
Diglycin | Trockenpraparat ” —= | Os |} OR Oke 0,5 OS 7a O se 
Bouillonfiltrat ” al Osten OOM vmOsd 0,0 | 0,0 | 0,0 
Glycyl- Mazerationssaft | | » i ==) — 0,8 = 
phenyl- | Trockenpraparat|  » | lh (ONY a 
alanin | Bouillonfiltrat ” a) el ta ee = |! 00 ea 
Benet Mazerationssaft ” =| SS) Sy -— | 0,0 —_ 
dint he Trockenpraparat ” =) | = — | 500 — 
Bly Bouillonfiltrat ” =| =] —|} = —* | +050 = 
Chlor- Mazerationssaft ” =a al ee eee ==) == — 

phenyl 0,140 
_.» | Trockenpriparat ” =) == |) == | OC = = 
planin | Bowillontiltrat , a ee ere era) Se 


x NH2-N (mg) in 1 cem Digestionslésung 


Wie aus Tabelle IX ersichtlich, spaltet Bac. pyocyaneus 
deutlich Hiweisstoffe sowie Pepton bei schwach alkalischer Reak- 
tion (PH 7,0-7,6) und Peptide bei Pu 7,0-8,0. Das Resultat der 
Acyldipeptid- und Halogenacylaminosdurespaltung durch diese 
Bakterien war ebenso wie bei den obigen Versuchen mit Bac. 


proteus und subtilis. Peptide widerstehen der Wirkung des. 
Bouillonfiltrats. 
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F. Proteolytische Wirkungen von Staphylococcus pyogenes 
aureus. 
TABELLE X, 
Aciditatszunahme in 5 ecm Digestionslésung (cem 0,1 n-NaOH). 
Par 
Substrat Enzymarten 5,0 | 6,0 | 6,6 7,0 7,6 8,0 | 9,0 
Std. 
Mazerationssaft oA. O50" |) 050 |) 0537) 035 0,4 | 0,4 — 
Casein Trockenpriparat ” OL0 4 OS Osta O52 0,3 |; 0,2 —_ 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,0 | 0,0 30 0,0 0,0 —- 
Mazerationssaft ” O05) 050 O25)" O55 054-1; 0,2 4 — 
Gelatine | Trockenpriparat ” 0,0 Oo Ose O54 Os OS — 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 — 
Mazerationssaft ” OF OSL AOS 1 O55 0,7 | 0,3 — 
Pepton | Trockenpriparat ” 0,0 | 0,0] 0,1 | 0,3 0,3 |: 0,1 = 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 | . 0,0 0,0 
Mazerationssaft ” ae ee | — | }1,4 = 
Pee Trockenpraparat ” SN SS a —| 1,0 = 
Bouillonfiltrat ” er) eet (os ae — | 0,0 a 
Mazerationssaft ” —! 0,5 | 0,9 | 0,9 Pe ||| Palko 0,7 
Diglycin | Trockenpriparat ” —]| 0,0} 0,1 | 0,3 0,5 | 055 0,3 
Bouillonfiltrat ” a nOLOIMEOLON Ose anim OSON 2 OL08. le 020) 
epee . , P| gee peter It sees 22 aes a2 
ewer: Mazerationssaft , 1, 
phenyl- | Trockenpraparat ” aoa a= = = —/ 1,0 — 
alanin | Bonillonfiltrat ” SS |S =) 050 a= 
: oe As 
Mazerationssaft ” Sa) nis 
Benzoyl- - 
diglycin | Trockenpraparat ” | —/} 0,0 — 
Bouillonfiltrat ” tie Ae — | 0,0 — 
ABIL Re ee = 
Chlor- Mazerationssaft @ *0,316 
acetyl- 
phenyl- | Trockenpraparat ” ae OND Si eS 
alanin Bouillonfiltrat ” == || =| = || OF ay || ze 


x NH:2-N (mg) in 1 eem Digestionslésung 
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G. Proteolytische Wirkungen von Staphylococcus pyogenes 


citreus. 


TABELLE XI. 


Acidititszunahme in 5 ccm Digestionslésung (ecm 0,1 n-NaOH). 
e 


PH : 
Substrat Enzymarten AN) | CO |) GHG 450) 7;6 | 8,0 9,0 
Std. 
J 
Mazerationssaft 24 O31 | ORL |) (Os |, (058 OSA OL2 —_— 
Casein Trockenpriparat ” OL} O21 0,2 | 03 0,4 | 0,3 — 
Bouillonfiltrat ” 050 | 0.0) 0,2) 053 Osa Ose _— 
° Mazerationssaft ” 0,0 | O11} 0,2: | 033 0,3 | 0,2 == 
Gelatine | Trockenpraparat ” 0,1 | 0,2 | 0,2 | 0,3 | 0,8 | 0,2 — 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,1 | 0,2 } 0,3 Of | 052 — 
Mazerationssaft ” 0,1 | 2 | O32 | O52 0,3 | 0,2 = 
Pepton Trockenpraparat ” i O52 |) Os 5d | 0,4 0,4 | 0,2 = 
Bouillonfiltrat ” 0,1 | O52 3 hk O33 O53" |, 051 —_ 
Mazerationssaft ” SS | ee —— | IIe = 
Leueyl- ‘ See = Rey ieee | ee a ee oe ‘ake 
diglyein Trockenpriparat 0,9 
Bouillonfiltrat ” a | — | 0,0 a 
Mazerationssaft ” =v OS SOsSu Ox TOF} 153 0,7 
Diglyein | Trockenpriiparat ” | OR a One Fs) 0,5 | 0,6 0,2 
Bouillonfiltrat ” — | 60] 050: h 050 0,0 | 0,0 0,0 
Glyeyl- Mazerationssaft ” =| —{| =| —*}) =|} o9 ad 
phenyl- | Trockenpriparat ” ae Ut | an Oi = 
alanin | Bouillonaltrat ec e | ees al ae lee 0 ee ae 
. 1,05 
Mazerationssaft ” =) =) =} — -= pas a 
Benzoyl- *0,258 
diglycin | Trockenpriparat ” = ae | en == | 050 2 
Bouillonfiltrat ” —}| —}| —|} — ==} 0:0 fae 
Chlor- Mazerationssaft ” —; —| — ieee ae = 
acetyl- 524 
phenyl- Trockenpraparat ” || a |e RO —f)— oa 
alanin Bouillonfiltrat ” = os — | 0,0 = — 25 


x NH2-N (mg) in 1 cem Digestionslosung 


G. Proteolytische Wirkungen von Staphylococcus pyogenes 
albus. 
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TABELLE XII. 
Aciditatszunahme in 5 cem Digestionslésung (ccm 0,1 n-NaOH). 


61 


° 
PH 
Substrat Enzymarten 04" G02 6:6: 1 720 7,6 | 8,0 9,0 
Std. 
s 
Mazerationssaft 24 OO Ot OM 4) 0,38 C2ah Ot —_ 
Casein Trockenpriparat ” OS Od O23 1054: 033 || 0,2 — 
Bouillonfiltrat ” OL OR 0225) 0 0,3 | 0,2 — 
Mazerationssaft ” OF 10,2 | BOS O54) (05850052 — 
Gelatine | Trockenpraparat ” ON SO O20 1052 0,3 B} — 
Bouillonfiltrat ” O} 0,1 0,2 | 0,3 0,3 2} —_ 
Mazerationssaft ” Y 0,2 | 0,2 | 0,3 053°) 052 — 
Pepton Trockenpraparat ” 0,2 | 0,3] 0,4 0,3 2 — 
Bouillonfiltrat ” | 02 | 0534 0,3 0,3 | 0,2 — 
Mazerationssaft ” =f =] =| = — | 1,6 — 
Leucyl- f je m Ps 
diglyein Trockenpraparat 1,4 
Bouillonfiltrat ” 0,0 — 
| Mazerationssaft ” — | 0,3] 0,6 | 0,6 OLE O36 0,6 
Diglycin | Trockenpraparat ” — | 0,2) 0,2 | 0,4 Oaaysll (ON 0,4 
Bouillonfiltrat ” =| (OO | ‘Ot O30 O24 Ost 0.0 
Glycyl- Mazerationssaft ” == S| — = 120 —_ 
phenyl- | Trockenpraparat ” 0,8 — 
alanin | Bouillonfiltrat F 00) 7) 
Mazerationssaft ” ca beweaae i) ie — ie a 
0,248 
Benzoyl- 
diglycin | Trockenpriparat ” Sa || | ==, OU 3 
Bouillonfiltrat ” 0,0 _ 
1,03 
Chlor- Mazerationssaft ” aad sell Set xigvodeal Sel oo = 
< 0,216 
acetyl- 
phenyl- | Trockenpraparat ” oe eed) —| — — 
ee Bouillonfiltrat — ” SS | | | OY ae) = 


x NH2-N (mg) in 1 cem Digestionslosung 
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H. Optimal-Pu der proteolytischen Wirkungen des 
Staphylococcus pyogenes aureus. 
TABELLE XIII. 


3cem Mazerationssaft (20 g Bakterien+80 ccm Glycerinwasser (1:1) 24 Std. 
Zimmertemperatur.) +10 cem Substratlésung + 20 cem Puffer, 24 Std. 37eC; 


Acidititszunahme in 10 eem (cem 0,1 n-NaOH) 
Substrat 

Py asian |) ey) Gx) 1 Ges |) SON GORD |) WO.) Gd | SO) Se 
Casein | 0,0 | 0,08} 0,23} 0,35 0,41| 0,46] 0,41] 0,35] 0,16 
Leueyldiglycin — | —.| — | 0,40 0,57 | 0,90} 1,09 LPS || O72 
Glycylglycin —_ — — | 0,53} 0,65} 0,93} 1,05} 1.15] 0,83 
Benzoyldiglycin 0,08] 0,12} 0,18] 0,27 0,55] 0,72| 0,95 | 1,36] 1,25 
Chloracetyl- 0,02 0,26 0,54 | 0,56 0,95 | 1,02) 0,88] (0,80} 0,53 
phenylalanin . 


Wie Tabelle X, XI und XII ‘angeben, schienen die, Staphy- 
lococcen Hiweisstoffe, und Pepton (giinstig bei Pu 7,0-7,6) etwas 
schwiicher als die oben genannten Gelatine-Verfliissiger zu hydro- 
lysieren. Hier ist zu erwaihnen, dass bei dem Versuch mit Staphy- 
locoecus pyogenes aureus die Hiweisstoffe sowie Pepton spaltende 
Wirkung im Bouillonfiltrat vermisst wurde. Im Bouillonfiltrat fiel 
die Peptidasewirkung, die im Mazerationssaft hauptsachlich bei 
Pu 7,0-8,0 auftrat, negativ aus. 

Wie aus Tabelle XIII hervorgeht, kann Staphylococcus aureus 
vornehmlich stark Benzoyldiglycin und Chloracetylaminosadure 
angreifen. Merkwiirdigerweise wurde das erstere am giinstigsten 
bei Pu 8,0-9,0 und das letztere bei Pu 7,0 gespalten. Ahnlich wie 
bei dem Versuche mit Bac. prodigiosus hat man hier auch Benzoe- 
sdure, aber nicht Hippursaéure aus der Verdauungslésung des 
Benzoyldiglycins isoliert. Ich habe auch anderseits Histozym- 
wirkung in Staphylococcen aufgefunden. Auf die Histozym bzw. 
Acylasewirkung der Bakterien méchte ich in einer spiteren 
Mitteilung wieder zuriickkommen. ; 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. In der vorlegenden Arbeit habe ich die proteolytischen 
Wirkungen der Gelatine verfltissigenden Bakterien beztiglich der 


Uber die Bakterienenzyme.—I. 63 


drei Enzymlésungen: 1) Mazerationssaft von frischen Bakterien, 
2) Glycerinwasserextrakt von getrockneten Bakterien und_ 3) 
Bouillonfiltrat durch Chamberlandkerze, gegeniiber verschiedenen 
Substraten studiert. Die untersuchten Bakterien sind folgende: 
Bae. subtilis, proteus vulgaris, prodigiosus, pyocyaneus und 
Staphylococcusarten. 

2. Die Spaltung von Casein, Gelatine und Pepton (eigene 
Darstellung) wurde in allen Enzymlosung nachgewiesen. Nur das 
Bouillonfiltrat des Staphylococcus pyogenes aureus griff weder 
Hiweiss noch Pepton an. Die Hydrolyse trat im allgemeinen 
gunstiger bei schwach alkalischer Reaktion (Pu 7,0-8,0) auf. Bei 
schwach saurer Reaktion hat man auch deutliche Hydrolyse beo- 
bachtet. Ich modchte hier wohl ein trypsinéhnliches Exoenzym 
annehmen, wie A. I. Virtanen und J. Tarnanen die Sekretion 
der Subtilisproteinase gezeigt haben. Entgegen den Angaben von 
diesen Forschern lasst die bedeutende Wirkung des Mazerations- 
“saftes oder des Trockenpraparats auch an Endoenzym erinnern, 
wenn das zufallig angehaltete Exoenzym nicht sicher ausge- 
schlossen ist. 

3. Der Mazerationssaft sowie der Glycerinwasser-Extrakt der 
getrockneten Bakterien sind imstande, Leucyldiglycin, Diglycia 
und auch Glyeyl-l-phenylalanin giinstiger bei schwach alkalischer 
Reaktion (Px 7,0-8,0) anzugreifen. In einigen Fallen wurde hier 
auch eine deutliche Aciditaétszunahme bei schwach saurer Reaktion 
(Pu 6,5) beobachtet. Hier ist noch zu erwahnen, dass im Bouillon- 
filtrat die Peptidasewirkung stets vermisst wird, uid man darf sehr 
wahrscheinlich annehmen, dass es sich bei Bakterienpeptidase uni 
ein erepsinaéhnliches Endoenzym handelt. 

4. Benzoyldiglycin wurde nur durch den Mazerationssaft des 
Bac. prodigiosus und des Staphylococcus pyogenes hydrolysiert, 
wahrend Chloracetylphenylalanin durch den Mazerationssaft aller 
untersuchten Bakterien angegriffen wurde. 

5. Die Hydrolyse des Benzoyldiglycins durch den Staphy- 
lococcus aureus trat am stairksten bei Pu 8,0-9,0 und diejenige des 
Chloracetylphenylalanins bei Pu 7,0 auf. 
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UBER DIE BAKTERIENENZYME. 


II. Mitteilung: Uber die proteolytischen Enzyme der 
Gelatine nicht verfliissigenden Bakterien. 


Von 


MITZIMASA IMAIZUMI. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultat 
Nagasaki. Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Eingegangen am 30. September 1937.) 


Im Anschluss an die vorige Mitteilung iiber die proteolytischen 
Enzyme von Gelatine verfliissizenden Bakterien habe ich in dieser 
Arbeit unter Leitung von Prof. S. Utzino eine weitere Unter- 
suchung tiber die Proteolyse betreffs der Gelatine nicht. verfliiss- 
-igenden Bakterien ausgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle I 
zusammengefasst. 

Trotz der alten Angaben der negativen Proteolyse dieser Nicht- 
verfliissigergruppe zeigten einige neue Berichte das Vorhandensein 
der Fahigkeit der Proteolyse dieser Bakteriengruppe an. M. 
Schierge (1926) hat eine intensive Einwirkung der Coliproteolyse 
beim Casein festgestellt und die PH-Grenzen zu 4,5 bis 9,0 und das 
Pu-Optimum zu 6,0 bis 6,6 angegeben. Nach A. Staffe (1928) 
soll sowohl Bae. coli als auch Bac. typhi und paratyphi zum 
Caseinabbau befahigt sein. Die interessante Beobachtung von 
A. Janke und H. Holzer (1929) hat erwiesen, dass bei Nicht- 
verfliissigern (Bac. coli und Bac. putidum) bloss jene Zellen eine 
proteolytische Wirkung ausiiben, denen keine Vermehrungsfahig- 
keit durch Belassung auf Chloroform mehr zukommt. Diese 
Forscher haben dagegen keine proteolytische Wirkung bei lebens- 
kraftigen Bakterien dieser Gruppe beobachtet. Nach meinen 
Versuchen, die unter den gleichen Bedingungen wie die vorigen 
angestellt werden, sind der Mazerationssaft frischer Keime, der 
Extrakt des Trockenpulvers sowie das Bouillonfiltrat nicht im- 
stande Hiweisskérper anzugreifen, wahrend das Pepton (Gelatopep- 
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TABELLE I. 


Proteolytische Wirkungen der Gelatine nicht vorfliissigenden Bakterien. 


r=] = {| (= U te 
Sg BW age erases | Bae 
2 i| es] & | 2) = | bs ex se 
Bakt. Enzymarten 8 2 a ae = 5 BS Se z EI 
SO A a Oe tS Bice) Mee 
© ‘th io) 2 wm | Of 
Kultur + + a wa Soe V7 ae Pa 
Mazerationssaft | — = 76 SE Ae 7,6-8,0 ab ae = ta 
Bae. coli * ae Se 
Trockenpraparat| — — |7.0-7.6 gear 6-28.01 + + = = 
3 > > > 
, =p “a i rt 
Bouillonfiltrat = 6 6-701 
5 + | ++] 4+ ee + 
Mazerationssaft | — — |7,0-7,517,5-8,017,5-8,0 a oe 7,0-7,5 
Bae. typhi Trockenpriparat| — _ alee ar ae '3.0 Foe = = 
Bouillonfiltrat - = - = _ — — - 
; : eee t+]. ed 
a Mazerationssaft | — — |6,6-7,6 ee 8,0 | 4 + 4+ 
n 
o Trockenpriparat| — = = ie ow ae ets — 
2 cera 7,6 8,0 
ma Bouillonfiltrat — — — — — = _ = 
A Ppt are : ae = ae ay Sea | asa = 
5 " Mazerationssaft | 6,6-7,0| * + 7,0-8,0 ere Se 
is | 
oe ee Roh ate = = cis stot fee Pe = 
= z Trockenpraparat 7,0-7,6 +4 7,0-8,0 ee 
Se | cl Bowienniteat es 
x ouillonfiltra — |no-7,6 ~ = = = 2s 
Mazerationssaft | — — 7.6 Sk ch ae =r. || ee 4 
Crete ae sivanat tac | sacle et elhetewe tree tees Rani ae 
Sarcina Trockenpraparat 7,6-8,0 + 4 7,6-8,0 fea 
Bouillonfiltrat _ _ 7.0 = = ae = = 


Die Zahlen bedeuten die optimale Aciditiit. 


+: positiv, —: 


negativ, ++: verstirkte Hydrolyse. 
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ton nach eigner Darstellung durch Maximaldigestion mit Pepsin- 
salzsdure) durch diese Bakteriengruppe in deutlichem Masse wie 
durch die Verfliissigergruppe hydrolysiert wurde. Hier sei aber 
besonders hervorgehoben, dass nur bei den mit grésserer Menge 
frischer Colibazillen und Hiweisskérpern angestellten Versuchen 
eine deutliche Proteolyse beobachtet wurde (Tabelle XII). Nach 
Angaben von E. Abderhalden und seinen Mitarbeitern (1910) 
zeigte die Kulturfliissigkeit des Paratyphus B sich gegeniiber den 
verschiedenen durch Einwirkung von 70%iger Schwefelsiure 
hergestellten Peptonen (aus Gelatine, Edestin, Serumalbumin und 
Seide) fast durchweg indifferent, nur beim Caseinpepton wurde 
aber eine schwache Einwirkung beobachtet. Streptococcus konnte 
alle Peptone angreifen. Das Gelatopepton wurde, wie oben ange- 
geben, schwachlich durch das Bouillonfiltrat von Paratyphus B 
sowie A und auch von anderen Nichtverfliissigern angegriffen, nicht 
aber durch dasjenige von Bac. dysentheriae und Bae. typhi. 

Wie T. Sasaki-(1912) auch in Nichtverfliissigern die 
Hydrolyse des Diglycins und des Glycyltyrosins festgestellt hat, 
habe ich die Spaltung dles Tripeptids und der Pipeptide durch den 
Mazerationssaft oder durch den Extrakt des Trockenpulvers dieser 
Bakteriengruppe am giinstigsten bei schwach alkalischer Reaktion 
(Pu 7,6-8,0) bestatigt. Diese Wirkung habe ich aber im Bouillon- 
filtrat vermisst, wie dies auch bei den Verfliissigern der Fall war. 
Was die Acylasewirkung des Nichtverfliissigers anbetrifft, wider- 
stand das Benzoyldiglycin allen hier untersuchten Enzymlosungen 
sehr stark. Das Chloracetylphenylalanin wurde, wenn auch in 
geringem Grad, nur durch den Mazerationssaft angegriffen. Bae. 
paratyphi B griff aber das Derivat nicht an. Bei Untersuchungen 
liber die Gewebsenzyme haben S. Utzino (1937) und auch F. 
Itzioka (1937) seinerzeit auf die leichte Angreifbarkeit der 
Chloracetylaminoséuren hingewiesen. 

Zum Schluss méchte ich hier hervorheben, dass von grosser 
biologischen Bedeutung die Tatsache sein diirfte, dass die 
Proteolyse der in der Hauptsache im Verdauungstraktus auftre- 
tenden Bakteriengruppe viel giinstiger auf die Abbaustufen der 
genuinen Hiweisskorper eingestellt ist. 
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EXPERIMENTELLER TEIL. 


Die Enzymlésungen werden so wie bei den Verfltissigern 
bereitet und die Versuche sind unter den gleichen Bedingungen 
wie in der ersten Mitteilung angestellt. 

In den Tabellen sind die kontrollierten Zahlen der Zunahme 
der Aciditit in 5 eem und des Aminostickstoffes in 1 cem Digestions- 
losune angegeben. 


TABELLE IT. 
Proteolytische Wirkungen von Bac. dysentheriae. 


Aciditatszunahme in 5 cem Digestionslosung 
(cem 0,1 n-NaOH) 
Substrat Enzymarten Pr 
5,0 | 6,0] 6,6 7,0 6,6 8,0 9,0 
Std. 
Mazerationssaft 24 — || OO | O0 | OC 0,0 | 0,0 — 
Casein Trockenpriiparat ” a OSORMOLOS MOsO 0,0 | 0,0 = 
Bouillonfiltrat ” —— 0505 OLOnimOr0 0,0 | 0,0 = 
Mazerationssaft ” — |i OXON OO] Oxe 0,0 | 0,0 — 
Gelatine | Trockenpriparat ” —= || OX 1) OO) OO) 0,0 | 0,0 _- 
Bouillonfiltrat ” — || 0X0 | OM Of 0,0 | 0,0 = 
Mazerationssaft ” OHO") C50 |) Oe) Oe OL || Ohl — 
Pepton | Trockenpriparat ” Onl || Osh || Ox | OG Os) |) OL ~- 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,0] 0,0 | 0,0 0,0 0,0 — 
Mazerationssaft ” = — —_ —_ — 1,6 = 
eet Trockenpraparat ” =| =) =| = a= | es = 
Bouillonfiltrat ” _— = —_ —_— — 0,0 — 
__ | Mazerationssaft ” —| 0,1] 0,2] 0,3 OL | OG: |) Oni 
Diglycin | Trockenpriparat ” — | 0,1 | 0,2 | 0,4 QE Oxe || OF 
Bouillonfiltrat ” —} 0,0] 0/0 | 0,0 | 00] 0,0 | 0,0 
Glyeyl- Mazerationssaft ” —| —|] — — — 0,7 — 
l-phenyl- | Trockenpriparat ” — = — — == 0,7 — 
alanin Bouillonfiltrat ” —_ = — _— —_— 0,0 — 
Mazerationssaft ” 2h) Pa eo a 0,0 =a 
Benzoyl- *0,00 
diglycin | Trockenpriparat ” = = oS aan zl eno habe 
Bouillonfiltrat ” =| =| =] = a 0,0 = 
Chlor- Mazerationssaft 9 =e — __ | 0,38 ah =e sti 
acetyl- * 0,087 
l-phenyl- | Trockenpriparat ” ty eee eS eA) | a 
alanin : *0,00 
Bouillonfiltrat ” —| —| —|] 0,0 a = 


x NH2-N (mg) in 1 cem Digestionslésung 


Uber die Bakterienenzyme.—I1. 


TABELLE IIT. 
Proteolytische Wirkungen von Bae. typhi. 
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Aciditatszunahme in 5 cem Digestionslésung 


(cem 0,1 n-NaOH) 


x NH2-N (mg) in 1 cem Digestionslosung 


Substrat Enzymarten Pa 
SO G50) || G36) 740) | 37.6nll 80) | 930 
Std. 
Mazerationssaft 24 0,0 |} 0,0] 0,0} 0,0 0,0 | 0,0 — 
Casein Trockenpraparat ” 0,0 | 0,0 | 0,0} 0,0 0,0 | 0,0 —_ 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,0] 0,0} 0,0 0,0 | 0,0 — 
Mazerationssaft 2 0,0 | 0,0] 0,0} 0,0 0,0 | 0,0 — 
Gelatine | Trockenpraparat ” 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 — 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,0] 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 = 
Mazerationssaft ” 0,0 | 0,0 | 0,0} 0,3 0327) OST — 
Pepton | Trockenpraparat ” OW) Oats) Oak 1) OR Os || OS} — 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,0 | 0,0] 0,0 0,0 0,0 _ 
Mazerationssaft 2 Sah Rs ih aa ce oe eet alee Ee 
Leucyl- SS 
otro Trockenpraparat 2 a ea i || ilss! = 
Bouillonfiltrat ” A a = 0,0 = 
Mazerationssaft ” —/ 0,1 | 0,1 0,3 0,4 0,5 0,2 
Diglyein | Trockenpraparat ” =) OC IOS) ale) TO aS | CS 
Bouillonfiltrat ” — | 0,0 | 0,0] 0,0 O20) 050050) 
Grek Mazerationssaft ” aT OS || == 
l-phenyl- | Trockenpriiparat ” Sa a ce 
alanin | Bouillonfiltrat 2 PA eee me tt ial, 20,04 pee 
; | 0,0 
Mazerationssaft ” Ske MM 
0,00 
Benzoyl- 
diglycin | Trockenpraparat ” Ft heel eee I == | 40) = 
Bouillonfiltrat ” SS) a = 0,0 = 
335 
Chlor- Mazerationssaft ” urallt Yarwell te ere NG : P| Soret 8 bes = 
acetyl- 0.0 
l-phenyl- | Trockenpraparat ” ca fe c= ad oan 
F : 0,00 
alanin 
Bouillonfiltrat ” Se] SS | OW All Meas a 
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TABELLE IV. 
Proteolytische Wirkungen von Bac. paratyphi B. 
Aciditatszunahme in 5 ecm Digestionslosung 
(ecm 0,1 n-NaOH) 
Substrat Enzymarten Pa eo 7 : 
BHO ONO (48 le W/O || Wo GO) || O20 
Std. 
Mazerationssaft 24 COLOR OOR OSORNO On OL0) 0,0 — 
Casein Trockenpraparat ” 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 | 0,0 -— 
Bouillonfiltrat ” 050) ), 0509) -050 0,0 0,0 0,0 = 
Mazerationssaft ” 0,0 | 0,0] 0,0 0,0 0,0 0,0 — 
Gelatine | Trockenpriparat ORO) TOKO OKO CORO HN) ORO |) OK) = 
Bouillonfiltrat ” L071) O50 0505) O00 ie O05 | 100 
Mazerationssaft ” OSOR OSS Os 0,2 0,3 051 — 
Pepton Trockenpraparat ” OLSON OS Oe 0,3 0,3 0,2 = 
Bouillonfiltrat ” ORO |) OSC) Chal |) Ose || Osi EO 
Mazerationssaft | ” — =o — — — 1,0 — 
Leueyl- Trockenpriparat ” Sh ei ae — || aL oat 
diglycin 
Bouillonfiltrat ” — — a= — —= 0,0 = 
Mazerationssaft ” == || Ul) Oe) OS | Os | OO | OF 
Diglycin | Trockenpriparat ; ==) ON OG) tisde | ase) TL |) @s8 
Bouillonfiltrat ” == |) OO OX] OO | CO OO | Of 
Giver: Mazerationssaft ” — == -- — — 0,8 —s 
I-phenyl- | Trockenpraparat ” — |) a = 0,7 23 
alanin : | Bonillonfiltrat ” EN et Me ieee hat (AW ey oem 
Mazerationssaft ” = oe) — 0,0 — 
Be 1- Eg 
diglyein Trockenpriparat ” SS | —! 0,0 — 
Bouillonfiltrat ” —|; —| —}| — —! 0,0 es 
Chlor- Mazerationssaft ” —= | — | =) 0,0 au ee asin 
acetyl- ween Sat a * at ‘ 
bane): Trockenpraparat —- —} 0,0 i) ee ee 
alanin Bouillonfiltrat ” —;} —| —|! 0,0 a eae — 


x NHN (mg) in 1 ecm Digestionslésung 
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TABELLE V. 
Proteolytische Wirkungen von Bac. paratyphi A. 
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Aciditatszunahme in 5 ecm Digestionslésung 
(cem 0,1 n-NaOH) 
Substrat Enzymarten Pa 
OO GxON 6565) 750) 766 S30) 926 
Std. 
Mazerationssaft 24 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 0,0 —_ 
Casein Trockenpraparat ” OL Os0 WT Ox0 0,0 0,0 0,0 aa 
Bouillonfiltrat ” 030) 050 | 050 0,0 0,0 0,0 = 
Mazerationssaft ” 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 | 0,0 = 
Gelatine | Trockenpraparat ” SO Oe ORO ts 1020) 0,0 | 0,0 re 
Bouillonfiltrat ” OL0, L0H O07 050) Of0 1 020 == 
| Mazerationssaft ” 0,0 | 0,0 | 0,0 0,3 0,2 0,1 == 
Pepton | Trockenpraparat ” 0,1 | 0,2 | 0,8 0,3 0,8 0,2 ae 
Bouillonfiltrat ” OKC | OL LOSE OPE OSE ONO) = 
Mazerationssaft » 1,3 == 
Leueyl- : ra A ee sae ee 23 *) ies 
Giclyom Trockenpraparat Le 
Bouillonfiltrat ” =|) = = Whines — POO) — 
Mazerationssaft ” =) O10 | O51 4 033.) OU! 055 | 052 
Diglycin | Trockenpriparat| | » —| 0,6] 0,8} 1,0 | 1,2) 1,8 | 09 
Bouillonfiltrat ” —| 0,0 | 0,0; 0,0 | 0,0} 0,0 | 0,0 
Glyeyl | Mazerationssaft ” Seat Srp) ied ue oe ee OT fae 
1-phenyl- | Trockenpriparat ” fa ae ah OST See 
alanin | Bouillonfiltrat ” = | aa SS OO = 
Mazerationssaft ” ==) || | ees OU 
Benzoyl- j Pe Se Ca Vee pl ete — | 490 ee 
deige: Trockenpriparat ” 
Bouillonfiltrat ” ai all aah ee eg O30 he ae 
F Ms See em |e ere 3201) hs Bw —_ 
Chiot- Mazerationssaft x 0,064 
acetyl- 0,0 
l-phenyl- | Trockenpraparat ” Seats eae |e ht re 
alanin 
Bouillonfiltrat ” = it CY) Se [oe par 


x NH2-N (mg) in 1 cem Digestionslésung 
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TABELLE VI. 
Proteolytische Wirkungen von Bae enteriditis Girtneri. 


Acidititszunahme in 5 ccm Digestionslosung 
(eem 0,1 n-NaOH) 
Substrat Enzymarten Pa 
SO) EO) OHS i HAD |) Wo | GHD 4) GO 
Std. 
Mazerationssaft 24 OLSON O50) COR 030 0,0 0,0 — 
Casein Trockenpraparat ” 0,0 | 0,0 | 0,0} 0,0 0,0 0,0 — 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,0 | 0,0} 0,0 0,0 | 0,0 = 
Mazerationssaft ” 0,0 | 0,0 | 0,0} 0,0 0,0 0,0 = 
Gelatine | Trockenpraparat ” 0,0 | 0,0 | 0,0} 0,0 0,0 | 0,0 a 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 0,0 = 
Mazerationssaft ” CORE |) OBIE |) 03: |) OS} 0,2 | 0,1 — 
Pepton | Trockenpraparat ” OL2F Ose | O52 1053 0,3 | 0,1 = 
Bouillonfiltrat ” OSL OST OF a0 SS O33 || OAL = 
Mazerationssaft ” a == || all = 
Leueyl- Ss comers : sf he os alt 
digivein Ate ockenprapar at , — = 1,2 
Bouillonfiltrat ” —}|} — =| — | 0,0 — 
Mazerationssaft ” =] Out |) Osh || Oe 0,4 | 0,5 | 0,2 
Diglycin | Trockenpraparat ” ——1 1 03591) 0,99 age US aes 4) Oye 
Bouillonfiltrat ” =) O40 | OO | Oo OOF) OL ON Ox0 
Glyeyl- Mazerationssaft ” SS == || (ks ae 
l-phenyl- Trockenpraparat ” a —=— |) (49) = 
alanin | Bouillonfiltrat » alt 0,0) ee 
Mazerationssaft ” —; —|]—|] — — ae — 
Benzoyl- 0,00 
diglycin | Trockenpraparat ” — {| | — || AU) — 
Bouillonfiltrat ” iS | ee — 0,0 = 
Chior: Mazerationssaft ” =) =|) = auere —| — — 
acetyl- 0.0 
I-phenyl- | Trockenpraparat ” =| —|; — ; —| — — 
alanin *0,00 
Bouillonfiltrat ” —| —] —! 0,0 — | — 


x NH2-N (mg) in 1 cem Digestionslésung 
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TABELLE VII. 
Proteolytische Wirkungen von Sarcina. 
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Acidititszunahme in 5 cem Digestionslésung 


(eem 0,1 n-NaOH) 


Substrat Enzymarten Py 
D0 GLONNG.6. | e7e0) |7,67)5 8,0) | 29.0 
Std. 

Mazerationssaft 24 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 = 

Casein Trockenpraparat ” 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 — 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,0} 0,0] 0,0 0,0 | 0,0 — 
Mazerationssaft ” 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0) 0,0 —_ 

Gelatine | Trockenpraparat ” 0,0 | 0,0} 0,0] 0,0 0,0 | 0,0 = 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,0} 0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 = 
Mazerationssaft | ” OO OS 1 Osd st e0se 0,4 0,1 == 

Pepton | Trockenpraparat ” COLOR OSI se Osty Ok! OB O22 = 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,0] 0,1 | 0,2 0,1 | 0,0 i 
Mazerationssaft ” —| —}| —)}] — — 0,8 — 

Leueyl- ae a rS es ee a, a aa ene 

aielycin Trockenpraparat 0,8 
Bouillonfiltrat ” — —_— — =) — 0,0 Pere 
Mazerationssaft ” —| 0,2) 0,2 | 0,3 0,5 0,7 0,3 

Diglyein | Trockenpraparat ” — | 0,0} 0,1 | O,L (05) 0,6 0,3 
Bouillonfiltrat ” — | 0,0 | 0,0} 0,0 0,0 0,0 0,0 

=u = | 

Glyeyl- Mazerationssaft ” te ee ea ea an G = 

l-phenyl- | Trockenpraparat » Sa Ne | a eo as (Ose = 

alanin | Bouillonfiltrat » Se 0,0 
Mazerationssaft ” | hf es | celts = a as 

0,00 

Benzoyl- 

diglycin | Trockenpraparat ” =i leer || eed “Ss oO) = 
Bouillonfiltrat 2 | —| 00} — 

| 0,43 

Chlor- Mazerationssaft Ne ee eo en Gang a 

acetyl- | | ‘ 

l-phenyl- | Trockenpraparat ” | eae) (0,0 ee — 

alanin | Bouillonfiltrat ae ts ele Pe 1 0,0 ate | Ma a 


x NH2-N (mg) in 1 cem Digestionslosung 


TA M. Imaizumi: 


Wie aus Tabelle II-VII ersichtlich ist, spalteten die Enzym- 
lésungen von Bac. typhi, paratyphi B und A, dysehtheriae, 
enteriditis Girtneri und Sarecina weder Casein noch Gelatine, 
dagegen aber das Pepton (Px 7,0-7,6), welches dem Bouillonfiltrat 
von Bae. dysentheriae und von Bae. typhi widerstand. Tripeptid 
oder Dipeptide (Pu 7,6-8,0) wurden durch den Mazerationssaft 
oder durch den Extrakt der getrockneten Bakterien gespalten, aber 
nicht durch das Bouillonfiltart. 

Chloracetylphenylalanin wurde nur durch den Mazerations- 
saft langsam angegriffen, Benzoyldiglycin aber widerstand den 
Enzymlosungen sehr stark. 


TaBreLte VIII. 

Proteolytische. Wirkungen der Typhusbazillen bei verschiedenen PH-Werten. 
3cem Maz.-saft (15g Bakt.+60cem Glycerinwasser (1:1), 24 Std. bei 
Zimmertemp.) +10 cem Substratlésung +20 cem Puffer: 24 Std. 37°C. 
Analysemenge: 7 ccm. 


Aciditaitszunahme (cem 0,1 n-NaOH) 
Substrat 
PuH| 4,0 5,0 5,0 6,0 6,5 7,0 UD 8,0 9,0 

Pepton 0,0 0,0 | 0,12 | 0,25 | 0,31 | 0,36 | 0,38 | 0,30] 0,18 
Leucyl- 

diglycin va WA 0,02 | 0,85 | 0,59 | 0,83 | 0,95 | 1,18 | 0,90 
Diglyein wi Ye 0,42 | 0,65 | 0,85 | 0,95 | 1,02 | 1,10 | 0,87 
Benzoyl- 

diglycin 0,0 we 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
Chloracety1-l- 

phenylalanin vA 0,0 0,08 | 0,18 | 0,27 | 0,381 | 0,29 | 0,13 | 0,05 


Betreffs der giinstigsten Pu-Werte der proteolytischen Fer- 
mente von Typhusbazillen (Mazerationssaft) habe ich festgestellt, 
dass die gtnstigste Peptonspaltung bei Pu 7,0-7,5, Di- und 
Tripeptidspaltung bei Px 7,5-8,0 liegt, wie es auch bei den anderen 
Versuchen beobachtet wurde. Chloracetyl-l-phenylalanin wurde 
am starksten bei Pu 6,5-7,5 angegriffen. 


Uber die Bakterienenzyme—II. 15: 
TABELLE IX. 
Proteolytische Wirkungen von Bae. coli communis. 
Acidititszunahme in 5 cem Digestionslésung 
(cem 0,1 n-NaOH) 
Substrat Enzymarten Pu 
550) 6,0] 656°) 7.0 | 762) 8:0 || 9,0 
Std. 
Mazerationssaft 24 SOA OOF 0305 O80 0,0 0,0 = 
Casein Trockenpraiparat ” |, 050 |, 0;,0' || 0,0) 0,0 0,0 | 0,0 a 
Bouillonfiltrat ” O02 0505) OL0seOx0 0,0 0,0 — 
Mazerationssaft ” | 0;0_1-0,0 | 030 | 0,0 0,0 | 0,0 —- 
Gelatine |Trockenpriparat, » | 0,0 | 0,0 |-0,0 | 0,0 0,0 | 0,0 = 
Bouillonfiltrat ” 0,0 | 0,0 | 0,0 | 0,0 0,0} 0,0 ; — 
Mazerationssaft ” 050) 0,1 | 50,2) 4-052 0,3 | 0,2 —_ 
Pepton Trockenpraparat | ” POs Ose Oat 0.4: 0,4 | 0,8 -- 
Bouillonfiltrat ” OS OLS Ose O52 OFT 050 — 
Mazerationssaft ! ” —; —|/] —|] = —| 1,7 _- 
Leucyl- : sg a ES acre MP A oe al 
diglyein Trockenpraparat | 1,5 
Bouillonfiltrat ” = 0,0 — 
Mazerationssaft ” — tT 0,1 | 0,2) 0,4 OLS Oson nl Ok8 
Diglycin | Trockenpraparat ” — | 0,1 | 0,2 | 0,5 0,6 0,7 0,3 
Bouillonfiltrat ” —| 0,0 | 0,0°| 0,0 0,0 | 0,0 | 0,0 
Ve 3 pa, pak — es pee ES = 
Glyeyi- Mazerationssaft 0 
I-phenyl- | Trockenpriparat ” —— |) Ws: = 
alanin | Bonillonfiltrat ” a | el mean a= AOL = 
0,0 
Mazerationssaft ” x0.00| 
Benzoyl- 0.0 
diglycin | Trockenpraparat ” Se || Eas | ee => iNet 0,00 = 
Bouillonfiltrat ” ee Ap eal, MUEU are 
Mazerati ft ” ol ER Os a ee ee == 
Distr azerationssa x0,07! 
acetyl-l- 0.0 
phenyl- | Trockenpraparat ” Ne x0.00 Se = 
alanin s 
Bouillonfiltrat ” Sa |e | eae ae = 


x NH2N (mg) in 1 ecm Digéstionslésung 
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Wie aus Tabelle IX ersichtlich, konnte man auch keine sichere 
Eiweisspaltung durch Colibakterien feststellen. So hat man noch 
einige Versuche mit lebenden Keimen in folgender Weise aus- 
gefiihrt. 

Hine Nihrlésung wurde mit 2 Osen Colibakterien geimpft und 
im Brutschrank bei 37°C aufbewahrt. Die Nahrlosung enthielt: 
0,8¢ Casein, 0,6g Pepton, oder 0,2¢ Diglycin, 0,3g Trauben- 
zucker, 0,3g¢ NaCl und 40cem Wasesr. Nach Ablauf den Ver- 
suchszeit wurde der NH»-N in 1eem nach Van Slyke, das dureh 
Alkali frei gemachte Ammoniak in 5 eem und die Aciditat in 5 ecm 
der Kulturlosung nach Sorensen bestimmt. Die Ergebnisse sind 


in der fogenden Tabelle zusammengefasst. (Tabelle X.) 


TABELLE X, 
Proteolytische Wirkungen von lebenden Colibakterien. 


Substat Casein Pepton Diglyein 
Stunden 24 12 24 72 24 72 
NH2-N 0,006 0,006 0,131 0,148 0,279 0,385 
(mg) 
NH; 0,0 0,1 1,10 2,30 0,1 0,5 
(eem 0,02 n-H2SO,) 
Aciditat 0,55 1,30 1,80 2,0 1,5 2,2 
(eem 0,1 n-NaOH) 


Nur bei den Versuchen mit Pepton und mit Diglycin beo- 
bachtete man eine deutliche Zunahme des NH»-N, dagegen nicht 
bei dem Versuch mit Casein. Es scheint mir sehr interessant, dass 
eine Ammoniakentwicklung aus Peptonkultur eintrat, was an eine 
Desaminierung des Peptons erinnern lisst. 

Bei den anderen Versuchen “(Tabelle XI.) konnte man auch 
keine Zunahme des Reststickstoffs feststellen. Man kann dies wohl 
daraus erklaren, dass in einer Nahrlésung von Casein, wenn auch 
Glukose dem Nahrboden zugesetzt wurde, Bac. coli sich nur 
ausserst sparlich entwickeln kann. * 


Uber die Bakterienenzyme.—Il. rats 


TABELLE XI. 
Proteolytische Wirkungen von lebenden Colibakterien. 


Eine Nahrlésung, die 2%iges Casein, 1%ige Glukose und 0,5%iges NaCl 
enthielt, wurde mit 2 Osen Colibakterien geimpft und bei 37°C im Brutschrank 
aufbewahrt. Nach Ablauf der Versuchszeit wurden 5cem davon entnommen 
und mit verschiedenen Fallungsmitteln, wie Wolframat-, Trichloressigsiure- 
und Schenckscher Lésung, enteiweisst, dann hat man den Reststickstoff in dem 
Filtrat nach Kjeldahl ermittelt. 


Reststickstoffmenge nach Stunden. 


Enteiweissungsmittel (com 0,02 n1.SOD 
, > - Fig 4 


sofort 24 Std. 72 Std. 
Na-Wolframat 0,2 0,4 0,2 
Trichloressigsaure 0,3 0,3 0,3 
nach Schenck 0,6 0,6 0,54 


TABELLE XII. 
Proteolytische Wirkungen von lebenden Colibakterien. 


5g frische, aus Platagarkulturen gesammelte Colibakterien wurden mit 
10 cem 2%iger Casein- oder Gelatinelésung und 20 cem Pufferlésung (PH 7,6) 
versetzt und bei 37°C erhalten. Nach einer gewissen Zeit wurde das un- 
verinderte Casein in 5ccm Versuchsfltissigkeit durch Zusatz von verdinnter 
Essigsiurelosung ausgefallt und die N-Menge des koagulierten Caseins nach 
Kjeldahl] ermittelt. Anderseits hat man auch die Zunahme der Aciditat 
sowie des Aminostickstoffes bestimmt. 


Gerinnbares-N | Aciditaétszunahme| NH»-N Zunahme 
in 5 ecm in 5ecem in 1 ecm 
Substrat Pu (mg) (cem 0,1 n-NaOH ) (mg) 
0 Std. | 24 Std. 24 Std. 24 Std. 
Casein 7,6 4,90 0,0 0,45 —- 
Gelatine 7,6 = == 0,55 0,105 
Benzoyl- 
diglycin 8,0 ate == 0,0 0,00 


In diesen Versuchen konnte man Casein- und Gelatinespaltung 
dureh Colibakterien in Wirklichkeit feststellen. (Tabelle XII.) 

Aus diesen Beobachtungen kann man den Schluss ziehen, dass 
lebende Colibakterien nur unter giinstigen Bedingungen auch die 
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kompliziert aufgebauten Hiweisstoffe wie Casein oder Gelatine 
verdauen kénnen, wahrend die niedrigeren Molekiile wie Pepton 
und Peptide sehr leicht angegriffen werden. 

Die Probe mit Benzoyldiglycin fiel hier auch negativ aus. 


TABELLE XIII. 
Proteolytische Wirkungen der Bakterien. 


Die proteolytischen Wirkungen wurden hier auch durch Ermittelung der 
NHe2-N Zunahme bei der Verdauung bestiatigt. 

2eem Enzymlésung (Glycerinextrakt (1:20) aus Trockenpulver) +5 ecm 
Substratlésung (2%iger Casein- oder Gelatine- oder 1%iger Peptonlésung, 0,1 
molare Diglycin- und Glycylphenylalaninlésung) +10cem Pufferlésung, 37°C 
20 Std. Analyse: NH»-N in 1 ecm des Ansatzes nach Van Slyke. 

Die Zahlen in der Tabelle ergeben die NH»s-N Zunahme per 1cem der 
Versuchslosung milligrammweise. 


es Casein Gelatine | Pepton | Diglycin A tae 
Pu 7,6 7,6 7,6 8,0 8,0 

B. prodig. 0,341 0,336 0,306 0,248 0,296 
B. proteus 0,244 0,179 0,220 0,161 0,268 
B. pyocyan. 0,209 0,155 0,185 0,096 0,096 
B. subtilis 0,160 0,136 0,166 0,077 6,071 
Staphylococe. 0,077 0,077 0,106 0,266 0,167 
B. coli xe = aronte 0,247 0,271 
B. typhi = —_ 0,116 0,246 0,305 
B. dysenth. — — 0,081 0,262 0,286 
B. enteriditis 

Gartneri — == 0,094 0,169 0,169 
Sarcina — = 0,053 0,229 0,220 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Beziiglich der proteolytischen Wirkungen der drei Enzym- 
losungen: 1) Mazerationssaft der frischen Bakterien, 2) Glycerin- 
wasser-Extrakt des Trockenpulvers und 3) Bouillonfiltrat durch 
Chamberlandkerze gegeniiber verschiedenen Substraten habe ich 
Versuche mit folgenden Bakterien (sog. Nichtverfliissiger ) angestellt : 
Bae. dysentheriae, Bat. typhi, Bac. paratyphi B und <A, Bae. 
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enteriditis Gartneri, Sarcina and Bac. coli communis. 

2. In den untersuchten Enzymlésungen konnte ich keine 
hydrolysierende Wirkung auf Casein oder Gelatine nachweisen. 
Nur bei dem Versuche mit einer grésseren Menge frischer Coliba- 
zillen trat die Casein- sowie Gelatinehydrolyse ein. 

3. Der Mazerationssaft frischer Keime oder der Extrakt des 
Trockenpulvers vermag Pepton, Tripeptid und Dipeptide zu hydro- 
lysieren. Das Pepton wurde auch durch Bouillonfiltrat der unter- 
suchten Nichtverfliissiger (ausser Bac. dysentheriae und Bac. typhi) 
angegriffen, wahrend das Bouillonfiltrat ohne Wirkung auf 
Peptide blieb. 

4. Nur der Mazerationssaft ist imstande Chloracety]-l-phenyl- 
alanin zu spalten, wahrend Benzoyldiglycin allen Enzymlésungen 
sehr stark widerstand. Bei diesen Nichtverfliissigern habe ich also 
keine Acylasewirkung beobachten kénnen. 
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DIE VERBREITUNG DER a-UND $-FORM DES 
LECITHINS SOWIE DES KEPHALINES IN 
DEN ORGANEN DES KANINCHENS 
UND DES HUNDES. 


Von 


TOSHIO YOSHINAGA, 


(4us dem Biochemischen Institut der Kumamoto Medizinischen Fakultat 
Vorstand: Prof. Dr. 8S. Kato.) 


(Eingegangen am 2. Oktober 1937) 


Sakakibara (1936a,b,c) hat versichert, dass 6-Form des 
Lecithins sich als ein Antigen der W.-Reaktion und $-Form des 
Kephalins sich als ein Antigen der Niederschlags- und Komple- 
ment-Reaktion auf das Lepra-Serum erweist, und zugleich ausfindig 
gemacht, die hervorragende Wirksamkeit des Rindherz-Alkoholex- 
trakts fiir W.-Reaktion sei darauf zuriick zu fiihren, dass das Herz 
vor allem die grésste Menge f-Lecithin enthalt. Um nun klar zu 
machen, wie a- und f-Lecithin sowie a- und f-Kephalin in den 
Organen des Kaninchens und des Hundes verbreitet sind, wurde 
mein folgender Trennungsversuch angestellt. 


Die Verbreitung des a- und b-Form des Lecithins und des 
Kephalins in den Organen des Kaninchens: Lunge, 
Leber, Herz, Niere, Gehirn, Muskel, Magen, 

Dick- und Dinndarm. 


Trennung des Lecithins vom Kephalin: Das durchschnittliche 
Koérpergewicht von 20 Kaninchen, die in diesem Experiment 
benutzt wurden, betrug 1950g. Aus dem durch Durchschneiden 
der Halsarterie sich zum Tode verbluteten Kaninchen wurde 
ziinichst jedes Organ herausgenommen, vom Anhaftenden befreit, 
gewogen und im Wasser gewaschen, um das enthaltene Blut zu 
entfernen. Nach vollendeter Entwasserung zerhackt man den 
Magen und Dick- und Diinndarm mit einem Kiichenmesser, 
zermalmt denselben und den Muskel, der keine Notwendigkeit hat, 
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zerhackt zu werden, in einer Fleischhackmaschine und schiittelt 
sie dann mit Azeton. Aber die anderen Organe poliert man mit 
der gleichen Menge Glasbrocken, die mit Saure, Alkali und Seife 
schon gewaschen worden sind, in einem Mérser und poliert noch 
einmal, indem man Azeton hinzusetzt. Dann folgt die Filtrierung 
und wiederum die Wasserentziehung mit Azeton und die Filtrie- 
rung. Nachdem dieses Azeton durch Ventilation aus der ent- 
wisserten Organmasse vollstaéndig entfernt worden ist, knetet man 
die Masse in einem Morser zusammen mit der etwa 7-fach Menge 
Ather, was sich aber dreimal je mit erneutem Ather wiederholt. 
Wenn der Extrakt triibe wird, so kann er dadurch klar werden, 
dass man ihn, nachdem man einen Tag lang hat legen lassen, 
entweder zentrifugiert, oder durch einen Asbesttrichter filtriert. 
Diese Atherlésung liisst man dann in einer Glasschale verdampfen, 
dem Riickstand aber setzt man noch einmal Azeton hinzu, um den 
lésbaren Teil zu entfernen, und indem man dann reinen Alkohol 
hinzusetzt, kann man das losliche Lecithin vom unléslichen 
Kephalin trennen. MHierbei benutzt man etwa 5cem Alkohol je 
einmal; diese Behandlung wird dreimal wiederholt. 

Bei dieser Untersuchung priift man Gehirn, Leber und Muskel 
einzeln fiir sich, wahrend zweckmiassigerweise je sieben Lungen und 
Herzen, zehn Nieren und sechs Milzen jede fiir sich zusammen zur 
Untersuchung gezogen werden. 

Trennung des a- und B-Lecithins: Nachdem man aus der 
Alkoholl6sung den Alkohol hat verdunsten lassen, lost man den 
Riickstand in Ather auf, (wenn er dabei triibe wird, so entferne 
man die Triibung durch Zentrifugieren), lasst den Ather verdun- 
sten und den Riickstand 30 Minuten lang bei 60° trocknen, in 
einem Exsiccator bei Zimmertemperatur liegen; danach wird er 
gewogen. Dieser Riickstand macht das Lecithin aus. Auf die 
Trennung des a- und f-Lecithins, die schon in meiner vorigen 
Arbeit (Yoshinaga, 1938) genau dargestellt worden ist, komme 
ich jetzt nicht wieder zuriick. 

Nebenbei bemerkt, lose man das Lecithin in diesem Experi- 
ment in méglichst kleine Menge Ather auf, weil das in Ather kaum 
losbare Chlorecadmium in dem Niederschlag des Lecithin-Cadmium 
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enthalten wird. Um hierbei das Chloreadmium zu entfernen, ist 
es zu empfehlen, entweder etwas zu viel Chloreadmium-Alkohol- 
losung zuzusetzen, oder den Niederschlag mit Alkohol zu waschen, 
oder durch Erwiirmung der Mutterlauge den Ather zu entfernen. 

In dem folgenden Ergebnis ist die Menge des a- und p- 
Lecithins durch die des Cadmiumsalzes angegeben, aber bei Lunge, 
Herz und Milz war die Menge des a- und f-Lecithin-Cadmiums 
unwagbar gering. 

Trennung des a- und $-Kephalins: Das Kephalin, welches, 
wie schon erwahnt, von Lecithin getrennt worden ist, lést man nun 
in Petroleum-Ather auf, (wenn es triibe wird, so muss es zentri- 
fugiert werden), und dann lisst man diese durchsichtige Petro- 
leum-Atherlésung sachte verdunsten. Diese Behandlung wird mit 
Ather noch einmal wiederholt. Danach trocknet man die Lésung 
30 Minuten lang bei 60°C und lasst sie noch weiter 30 Minuten 
lang in einem Exsiccator liegen und wagt. Die Trennung des a- 
und £-Kephalins wird nun nach der Nishimoto-Suzukischen 
Methode (1932) angestellt: man Jést némlich das Kephalin in 
moglichst kleiner Menge Ather auf und setzt gesiittigte Bleiacetat- 
Alkohollésung hinzu; das daraus entstandene bBleisalz des 
Kephalins wird sich aber auflésen, wenn dabei zu viel Ather 
benutzt wird; dabei konzentriere man. die Mutterlauge etwa bis 
auf seine halbe Menge, dann verdunstet der Ather und das Bleisalz 
des Kephalins schlagt nieder. Dann entfernt man durch Zentri- 
fugierung die obere Lésung, wiischt den Riickstand mit Alkohol 
und trocknet ihn unter vermindertem Druck. Den Niederschlag 
lést man sicherheitshalber noch einmal in kleiner Menge Ather auf 
und setzt Bleiazetatlésung hinzu. Das entstandene Kephalin- 
Bleisalz riihrt man mit Alkohol um und zentrifugiert, was sich 
dreimal wiederholt. Das Kephalin-Bleisalz riihrt man griindlich 
mit einer Mischung von Ather 1 und Alkohol 2 um und trennt den 
aufgelésten Teil (Bleisalz des a-Kephalins) und den unaufgelosten 
Teil (Bleisalz des $-Kephalins). Man trocknet und wagt jeden 
Teil, und dessen Wert erweist sich je als die Menge des a- und 
6-Kephalins. 


T, Yoshinaga 
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Die Verbreitung des a- und $-Lecithins sowie des a- und 
b-Kephalins in den Organen des Hundes. 


Da die Organe der hierbei benutzten erwachsenen Hunde 
grésser als der Kaninchen sind, so trocknet man die durch 
Hinzusetzung des Azeton entwasserten Organe bei 40°C durch 
Ventilation, pulverisiert sie, setzt die 3-fache Menge Ather hinzu, 
schiittelt sie etwa 30 Minuten lang, setzt wiederum die 114-fache 
Menge Ather hinzu und schiittelt sie. Diese Extraktion wird 
oftmals mit erneutem Ather wiederholt, bis sich der Ather nicht 
mehr farbt. Nun lisst man den Ather unter vermindertem Druck 
verdunsten, lost den Riickstand in Absolutither auf, entfernt nach 
Zentrifugierung die obere klare Schicht der Loésung und lasst dann 
den Ather verdunsten. Dem Riickstand setzt man Azeton hinzu, 
knetet und entfernt das Azeton. Dieser Masse setzt man Alkohol 
zu und dekantiert. Diese Behandlung wird wiederholt, bis sich 
der Alkohol nicht mehr farbt; dadurch trennt sich der in Alkohol 
aufgeloste Teil (Lecithin) von dem unaufgeldsten Teil (Kephalin) : 
Danach verfahrt man in der gleichen Weise wie im Falle des 
Kaninchens. 
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Part I. Studies on succinodehydrogenase. 


The heat production in the living organism is the most out- 
standing manifestation of the life process. Since life is nothing 
but the phenomenon which is composed of multiple processes based 
on the specific function of the enzym, the study of the heat produc- 
tion in the individual enzymic process is interesting for an under- 
standing of the energy of life. In this connection, however, some 
work has already been done. For instance, Lehmann (1930) 
calculated the heat toning in the succinodehydrogenase system by 
applying the Gibbs-Helmholz’s equation. 


a re 
dT 


As A=nFE, the above equation may be rewritten as follows: 


2 Bs 23046n— 75 ~ 23046 x 1 


Namely, he measured the redox potential of the system succino- 
dehydrogenase + Na-Succinate+ Na-fumarate + Methylene blue and 
its temperature coefficient dH/dT in absence of oxygen, and cal- 
culated U by substituting the experimental value for H and dE /dT 
in the above equation. 

But one of the chief difficulties in the application of the Gibbs- 
Helmholz’s equation to the biological system is the uncertainty 
of the true reversibility of the system under discussion, since this 


SA! 


92 M. Mitsuyasu: 


equation only holds in a reversible system. Among various enzyms 
succinodehydrogenase is claimed to be reversible by a number of 
investigators. But this depends upon the fact that leucomethylene 
blue produced by succinodehydrogenase in the presence of succinic 
acid is partially reoxidised by fumarie acid. And the equilibrium 
point is only given by the concentrations ratio of the redox indica- 
tors and not at all by that of succinic and fumarie acid. In ap- 
plying the above equation, therefore, the assumption is made that 
the redox potential of the indicators is the same as given by both 
acids. Moreover, fumaric acid can accept hydrogen from leucome- 
thylene blue in absence of enzym, so that the true equilibrium 
between succinic and fumarie acid in the presence of enzym is 
doubtful. 

The author is not satisfied with Lehmann’s deduction from 
the potential measurement and was, therefore, led to undertake 
the measurement of the actual heat developed in the suecinode- 
hydrogenase reaction. 


EXPERIMENTALS. 
1. Calorimeter and its calibration. 


The heat was measured by a specially constructed calorimeter 
as shown in Fig. 1. It consists of two Dewar’s vessels of about 
73 ce. capacity, one of which serves as the reaction vessel and 
another as the control. Both vessels are connected by a glass tube 
of reversed Y form, each arm being attached to the vessel by rubber 
stoppers to make it air-tight. 

The tube has a ground stopcock for evacuation, a window for 
inserting copper wire connecting the galvanometer and the thermo- 
couple, and 2 side compartments. The latter were attached to the 
main vessel by ground joints and solutions in them can be turned 
out into the reaction vessel. 

The apparatus is dipped into the thermostate by means of 
a holder and shaken at a speed of 20-30 times per minute. 

The thermocouple is made of four pairs of copper and con- 
stantan wires of a diameter of 0.16 mm. and 0.32 mm. respectively, 


The Heat Production in the Enzymie Process. 93 


each pair being connected in series. The 
surface of the wire is painted thickly with 
shellac or bakelite to effect complete electri- 
eal insulation. The electric resistance of 
this thermocouple is 9 ohms. As for the 
galvanometer, the Zeiss’s Schleifengalvano- 
meter was used. Its sensitivity is 7.5x10° 
amperes at the standing position. 

The calibration of this apparatus was 
carried out in two ways, one by measuring 


the heat of neutralisation and the other by 
applying electrical heat. The heat of 


neutralisation was evolved by mixing 1 cc. aie 
of N/20 HCl solution and lee. of N/20 Fig. 1 


NaOH solution in the reaction vessel. 1 ce. 

of water instead of NaOH was poured into the control vessel. The 
average of four determinations is read on the scales of the galvano- 
meter. The unit-deflection corresponds to 0.0094 calories at a 
temperature of 25°C in the thermostate. 

Electric heat was given to the vessel by passing an electric 
current through a small constantan wire of the resistance of 5.6 
ohms dipped in 6 ce. of water. From the amount of given electrical 
current the heat energy was calculated. Then the unit-deflection 
of the galvanometer corresponds to 0.0091 calories at 37°C. So the 
coincidence of both methods of calibration is satisfactory and gives 
the mean value 0.00925 calories for unit-deflection. 


2. Preparation of succinodehydrogenase. 


A bull’s ventricle muscle was passed twice through a mincing 
machine after removal of fat, bloodvessels and connective tissue. 
The meat was dialyzed against running water for 2 hours. An 
aliquot portion of this meat powder was taken out, and then washed 
with distilled water, dried, and extracted by M/15 phosphate buffer 
solution (pH 7.6) using the amount corresponding to 2 ce. to one 
gram of the powder. This enzym solution could be kept in the 
ice chest with a few drops of toluene without deterioration of its 
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activity for 6 days. The enzym activity of this extract is fairly 
strong, namely it gives the decolorisation time by Thunberg’s 
method after 2—214 minutes in mixture of lec. the extract, 1 ce. 
M/15 phosphate buffer (pH 7.6), 0.5 ce. M/10 Na-succinate solution 
and 0.3 ec. of M/5000 methylene blue. 


Experiment I. Heat production in the presence of ar. 

lee. of M/100 sod. succinate and 3c¢e. of M/15 phosphate 
buffer (pH 7.6) were pipetted into the main Dewar’s vessel and 
2 ce. of enzym solution were introduced into the side compartments. 
To the control vessel 1 ce. of water was added. The apparatus 
was fitted together, dipped in the thermostate at 37°C, and then 
shaken. When the deflection of the galvanometer became steady, 
the side compartment was turned and the enzym and substrate 
solution were brought into the mixture. The galvanometer reading 
was read at intervals of 3 minutes. 

The result is illustrated in curve A in Fig. 2. 


Experiment If. Heat production in absence of ar. 

The reacting solutions were taken into the vessel as in the 
foregoing experiment. Then the vessel was evacuated and filled 
with Nez gas, which was free from oxygen by passing it through 
freshly prepared NaOH-pyrogallic solution. This evacuation and 
refilling were repeated three times. The mixing of the solution 
and the procedures were quite the same as in Exp. I. The result 
is shown in curve B. in Fig. 2. 12 minutes after mixing the reac- 
tion mixture is aerated. Then it immediately deflects the galvano- 
meter. 

In 18 minutes the curve B becomes steady and is nearly equal 
in height to curve A. 


Experiment III. Heat production in anaerobic condition in 
the presence of methylene blue. 
In this case 1 ce. of M/100 sod. succinate, 2.7 ce. of phosphate 
buffer (pH 7.6) and 0.3 ce. of M/5000 methylene blue were pipetted 
into the main Dewar’s vessel and 2 cee. of enzym solution into the 
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Bigs 2. 


S 
to 


Heat of dehydrogenation in calories. 


0 6 12 18 24 30 36 


Time in mintues. 


1cce. M/100 sod. succinate, 3 ce. M/15 phosphate buffer, 2 ec. enzym. 
A. In the presence of air. pH 7.6 BA) 
B. In the absence of air. DEL 7.6 32°C 
C. In the presence of methylene blue. pH 7.6 BOG: 


side compartment. Under similar aerobic conditions as in Exp. 
II, the solutions were mixed and the heat developed was measured. 
The result is indicated in curve C in Fig. 2. It is clear that the 
methylene blue does play a part as a hydrogen acceptor in 
Wieland’s sense and in its existence this enzym oxidized unaero- 
bically the suecinate. But the accompanied heat of the reaction 
was not measured by this apparatus. When the air was admitted 
the heat developed more abruptly in the presence of methylene 
blue due to its catalytic action. 


DISCUSSION. 


From the foregoing experiments it is clear that the develop- 
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ment of heat is only perceived in the experiment where the 
succinodehydrogenase exerts its action in the presence of air. 
Since the maximal amount of heat developed is roughly 0.245 eal. 
for the oxidation of 10° mol of succinic acid, if becomes 24.5 Cal. 
for 1 mol. 

If the activated hydrogen atoms unite with oxygen molecule 
to form water, then the following heat evolution is assumed. 


te 0s 7.0 4 680 Cal. 


Since the actual heat was 24.5 Cal., we are led to assume that 
the activation of the hydrogen atom from succinic acid requires 
68.38 —24.5=43.8 Cal. per mol. According to Lehmann (19380) 
and Boorsook and Schott (1931) the reaction 


Succinate > Fumarate + Ho 


is endothermic and requires 29.8 Cal. A large deviation from the 
value found by the author may be partially due to the incomplete 
oxidation of succinate in the case of the above experiment, but we 
are also led to believe that the value calculated from the redox- 
potential may not be corrected since the system is not truly 
reversible. 


SUMMARY. 


Using a specially devised differential calorimeter, the author 
measured the heat of enzymic dehydrogenation of succinate and 
found that in the presence of air 25 Calories were developed per 
gram mol of succinic acid. 


Part II. Studies on tyrosinase. 


The mechanism of tyrosinase has been much elucidated by 
the recent works of Raper and his co-workers. However, the ques- 
tion of the extra oxygen required for the formation of the 
O-quinon is not yet clearly unedrstood. (M. E. Robinson and 
MeCance 1925; C. E. M. Puph and H. S. Raper 1927. F. Nobu- 
tani 1936). The author tried to get some insight in the reaction 
involved from the measurement of heat produced. 
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EXPERIMENTAL. 


Apparatus and experimental procedure are quite the same as 
described in Part I. 


Preparation of tyrosinase. 
A) From potato tyrosinase. 


The freshly pressed juice of potato peelings was treated with 
alcohol. The precipitate was dissolved in water and again treated 
with alcohol. A dark brown-coloured powder was attained, which 
was readily soluble in water and contains much tyrosinase. For 
the following experiment 0.4% watery solution of this enzym pre- 
paration was used. This enzym solution maintains its activity for 
3 weeks when kept in the refrigator with 2 or 3 drops of toluene. 

The activity of this solution was so strong that the develop- 
ment of an orange colour in the mixture of lee. M/20 p-cresol, 
3 ee. M/15 phosphate buffer (pH 7.4), and lec. enzym solution 
came out distinctly 4-5 minutes after mixing at 25°C. 


‘ 

B) From larva of tenebrio molitor. 

30 ¢ meal worms were kneaded in the mortar with chloroform 
water containing acetic acid. The resulting fluid was centri- 
fugated. The sediment was washed with chloroform water, again 
centrifugated and so on four times. Then the sediment was treated 
with 50 ee. of chloroform water containing ammonia. After stand- 
ing for 20 hours in a refrigator, it was sharply centrifugated. The 
supernatant liquid contains tyrosinase and was used in the experi- 


ment. 


Experiment I. Effect of pH on the heat production 
of tyrosine-tyrosinase reaction. 

Since tyrosine is less soluble in water its M/400 solution was 
prepared and 2 ce. were taken in each experiment. pH of the mix- 
ture was adjusted to 7.4 and 5.9 by phosphate buffer, because 7.4 
is the optimal pH for tyrosinase reaction and the most abundant 
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oxygen absorption was perceived there, whereas at pH 5.9 the reac- 
tion stops at the intermediary phase of the formation of red sub- 
stance. The experimental results are illustrated in Fig. 1. 


Heat of reaction in calories. 


Time in minutes. 


2 ee. M/400 tyrosine, 3 cc. M/15 phosphate buffer, 1 cc. tyrosinase. 
IX Golsl We UNerTape, PSC, 18 jolsl b;,08). 


According to Nobutani the oxygen absorption is so small 
that it could hardly be measured. This was readily the case in 
my experiment when potato tyrosinase was used. But with tene- 
briotyrosinase the heat developed is easily measured. Roughly 
speaking, the amount of heat produced at pH 7.4 is nearly 3/2 of 
that at pH 5.9. This corresponds exactly to the amount of oxygen 
absorption. 


Experiment Il. Heat development of the reactions of 
tyrosinase wpon various phenolic substances. 


As already depicted by Nobutani, tyrosinase reacts upon 
various phenolic substances under oxygen uptake of wide fluctua- 
tion. The author tested the following substances; p-cresol, phenol, 
catechol, and dihydrooxyphenyl] alanine. The maximal outputs of 
heat are recorded in the following table. 
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TABLE I. 


Action of tyrosinase on various phenolic substances. 
Substrate+3 ce. M/15 phosphate buffer (pH 7.4) +2 ce. of 
tyrosinase at 25°C. 


Substance Concentration Heat observed 
p-cresol M/20 Lee. 0.45 eal. 
catechol M/20° 1ce. 0.40 
dioxyphenylalanine M/400 2 ee.’ 0.15 
tyrosine M/400 2 ee. 0.15 


One of the most noticeable points in the above experimental 
results is the fact that between p-cresol and catechol and between 
tyrosine and dioxyphenylalanine no appreciable, difference in the 
output of heat was observed. This might lead to the conclusion 
that the introduction of the hydroxyl group to the orthoposition 
of the preexisting one by means of the enzym is performed with 
negligible heat production. The observed heat, therefore, may be 
caused chiefly by the reaction of quinon formation. 


OH O 

7 ~-oHn 5 -O 

| | SS ee 
WZ, SZ. 

CHs CH, 


Experiment II. Effect of the concentration of p-cresol and 
glycin upon the heat output. 


Under the condition of the present experiment the complete 
oxidation of the substrate by the enzym is not expected, so that 
the amount of heat developed is not parallel to the amount of sub- 
strate taken. Using p-cresol of various concentrations the author 
obtained the result given in Table II column 2. 

The presence of aminoacid is well known to promote the 
tyrosinase p-cresol reaction. According to the work of Okuyama 
(1929) here, a highly reducing substance was produced so that 
under oxygen consumption a high heat production is expected. By 
adding glycin in equivalent concentration to p-cresol the results 
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TABLE II. 


Effect of the concentration of p-cresol and the addition of 
glycin upon the heat output. Reaction mixture :— 

lec. of p-cresol+3 ce. M/15 phosphate buffer (pH 7.4) 
+lee. of tyrosinase+1 ce. aqua dest. or glycin. 


Concentration of p-cresol Heat At the addition of glycin 
M/20 0.45 eal. 0.61 cal. 
M/40 0.33 0.46 
M/80 0.27 0.33 


given in column 3 in Table II were obtained. Since the quantita- 
tive treatment of the data is not allowed, owing to the incomplete 
oxidation of p-cresol, we are obliged to conclude from the above 
results simply that glycin may be involved in the reaction under 
the evolution of heat. 


SUMMARY. 


1. Tyrosinase acts upon tyrosine under evolution of heat cor- 
responding to the various phases of oxidation; namely more heat 
is evolved at the stage of melanin than at the stage of the red 


substance. 


2. The amount of heat produced at the oxidation of p-cresol 


and catechol is nearly the same. 

3. By the addition of glycin to the tyrosinase-p-cresol system 
more heat was produced, which corresponds to the high reductions- 
potential observed by Okuyama. 


Part III. Studies on dehydrogenase for hexosediphosphate 
and the lactate and oxidase of pyruvate. 


That the chemical processes in muscle contraction are very 
complicated can be acknowledged from the works of Embden, 
Meyerhof, Parnas and other investigators. But there is no 
change in the Hill and Meyerhof’s principle that the main energy 
produced is from the breakdown of glycogen to lactic acid. As it 
seems very interesting and important to study from the enzymic 
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standpoint in what phase of the various chemical processes the 
actual heat production was involved. In this sense the energetics 
of the dehydrogenase for hexosediphosphorie, lactic and pyruvic 
acid were investigated. 

The apparatus and techniques are the same as used in the 
foregoing experiments. 


Experiment I. Oxidation of hexosediphosphoric acid. 

As a hexosediphosphate purified Candiolin in the form of 
sodium salt was used. 

The hexosephosphatase was prepared from hog’s ventricle 
muscle as described by Yamamoto (1934) and the co-ferment by 
the method of Banga and Szent-Gyoérgyi (1932). The activity 
of this dehydrogenase was so strong that by Thunberg’s method 
the decolorisation time is 2-3 minutes in the system:—1l cc. of 
1% Na-hexosediphosphate+1 ce. of M/15 phosphate buffer (pH 
7.4)+0.5¢¢e. of 0.12% co-ferment solution+0.5ce. of M/5000 
methylene blue solution. 

A) Heat production in the presence of air. 

Into the main Dewar’s vessel were introduced 0.5 ce. of 1% 
Na-hexosediphosphate solution, 2.5 ec. of phosphate buffer (pH 7.4) 
and lee. of 0.12% co-ferment. And into the side chamber 2 ce. 
of the enzyme solution. Into the control Dewar’s vessel 0.5 ce. of 
distilled water was placed instead of Na-hexosediphosphate solu- 
tion. The heat capacity of this mixture is 0.903. 

When the galvanometer showed a steady value, the side cham- 
ber was turned and the enzym solution was mixed to react with 
the substrate. The results are indicated in Fig.3. (Curve A) In 
this case the maximal heat per mol of Na-hexosediphosphate is 
21.3 eal. 

B) In the absence of air no such development of heat was 
observed, whereas when the air was admitted it was promptly 
noticed. (Curve B) 

C) Curve C represents the result in the presence of 0.5 ce. 
of M/5000 methylene blue. In this case also no heat was developed 
in the absence of air the though methylene blue was totally de- 
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Heat of reaction in calories. 
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0.5 ec. 1% sod. hexosediphosphate, 2.5 ec. M/15 phosphate buffer, 
lec. 0.12% co-ferment, 2 cc. enzyme. 


A. In the presence of air. pH 7.4 a 
B. In the absence of air. pH 7.4 Soe 
C. In the presence of methylene blue. pH 7.4 32°C 
D. In the presence of potassium cyanide. pH 7.4 Bl XG 


colorised. When thé air was introduced the heat developed more 
rapidly than in its absence, though the total amount of heat was 
the same. (Curve C.) This can be well interpreted by the catalytic 
action of methylene blue. 

D) That potassium cyanide inhibits the tissue oxidation is 
well known. Its presence suppressed the heat production com- 
pletely. (Curve D.) 


Experiment IT. The heat development in the oxidation of 
lactic acid. 
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According to Banga and Szent-Gyérgyi and Yamamoto 
the hog’s ventricle muscle contains much lactic dehydrogenase, 
which can oxidise lactie acid into pyruvic acid in the presence of 
the co-ferment. In this case the reaction may be represented as 
follows, 


CH; CHOHCOOH + 40, —~ CH;COCOOH + H.0 


If the energy of dehydrogenation of lactic acid is small, then 
it is expected that the surplus amount of heat due to the formation 
of a water molecule from the activated hydrogen atom and oxygen 
may be observed. But in this case no measurable heat was 
produced. It may be assumed, therefore, that a fairly large amount 
of heat is required for the activation of hydrogen of lactic acid. 
Then an explanation for this absence of heat development may be 
sought in the Meyerhof’s category that one part of lactie acid 
may be rebuilt into glycogen at the expense of energy from the 
oxidation of another part of the acid. To test this relationship 
the author carried out the quantitative determination of lactic acid 
and glycogen and sugar in the reaction system. It was found that 
no glycogen and sugar increased, and nearly 68% of lactic acid 
was consumed. From this it is clear that the energy liberated by 
the oxidation of lactic acid is not used in the resynthesis of sugar. 
Since the problem of glycogen resynthesis is very important and 
interesting, the author further tested whether any energy liberated 
in the system may be .used for the resynthesis or not. For this 
purpose succinic acid was added to the system and the heat 
developed by its oxidation was studied to see whether it is in- 
fluenced by the presence of lactic acid or not. The results indicate 
that there was no consumption of heat by lactic acid. 

From the foregoing evidence it may be concluded that the 
dehydrogenation of lactic acid requires as much energy as was 
covered by the reaction heat of water formation from 2H + 140s. 
Since the heat in the formation of lactic acid and pyruvic acid is 
—161.22 and —140.22 respectively, we can expect the heat output 
in the reaction of lactic acid > pyruvie acid as 20 Cal. Perhaps 
this amount of heat is consumed in the activation of hydrogen 
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from lactic by the dehydrogenase. 


Experiment III. The heat development at the decomposition 
of pyruvic acid. 


According to Neuberg pyruvie acid can be decomposed by 
means of carboligase, isolated from yeast, into acetic acid and 
carbon dioxide. In this reaction he could not ascertain any develop- 
ment of heat (1924). W. Franke (1934), however, postulates that 
such a decarboxylating reaction should be accompanied by loss of 
free energy as follows; 


AH 

CH,COCOOH — > CH;CHO + COz — 8.6 
Par. 2 

CH,COCOOH + H.0 —> CH;COOH + COz — 0.3 


The author studied the heat development in the decomposition 
of pyruvic acid under various conditions. 

A) Autoxidation catalysed by methylene blue. 

Esaki (1986) in this laboratory reports that pyruvic acid can 
be spontaneously oxidised at the catalysation of methylene blue 
and other redox indicators under oxygen uptake. Using the same 
apparatus as described above the author measured the heat develop- 
ment in the reaction system; 1 ec. M/20 Na-pyruvate+3 ec. M/15 
phosphate buffer (pH 7.4) +2 ee. M/5000 methylene blue. 

But no measurable heat was produced. 

B) Oxidation by the enzym in muscle and co-ferment. 

The fact that muscle enzym and co-ferment can oxidise pyruvic 
acid and that the enzym involved differs from the carboligase of 
Neuberg is proved by Esaki. 

The author measured the heat development in the reaction 
system; lec. M/20 Na-pyruvate+2ece. M/15 phosphate buffer 
+2 ce. the enzym solution +1 ee. 0.12% co-ferment solution. 

In this case no heat production was observed. 


SUMMARY. 


1. The heat of oxidation of sodium hexosediphosphate by the 
enzym prepared from hog ventricle muscle was measured. It is 
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exothermic and 21.3 Calories per mol. A trace of potassium cyanide 
inhibited completely the heat production. 
2. The enzymic oxidation of sodium lactate and sodium 
pyruvate was not accompanied by measurable heat production. 
The author wishes to express his indebtedness to Prof. K. 
Kodama and Prof. 8S. Jinnaka for their kind guidance and 
sincere encouragement throughout his investigation. 
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By combining the results obtained from many different types 
of experiments which have been made with regard to the oxidative 
decomposition of amino acids by carbonyl compounds, it appears 
that amino acids liberate their amino and carboxyl groups, and 
they are converted into aldehydes with one less carbon atom. The 
reactions of alloxan with amino acids at high temperatures were 
studied by Strecker(1862), Piloty and Finckh(1904), Traube 
(1911), and Hurtley and Wootton (1911). Traube employed, 
besides alloxan, isatine, benzo- and toluquinone. There were pro- 
duced, in these experiments, carbon dioxide, ammonia and 
aldehydes. Glycine was an exception; the formation of form- 
aldehyde was not detected. Bach (1913) followed the principle 
of Traube, and found an aldehyde in the distillate prepared from 
the mixture of alanine with benzoquinone. Wieland and Bergel 
(1924) detected acetaldehyde as the oxidation product of alanine 
with alloxan at 38°C in the presence of palladium. According to 
Akabori (1927; 1931) and Yamada (1928) amino acids were 
converted to aldehydes which contained an atom less of carbon 
when the acids were heated with sugars in the medium of glycerol 
at 120-130°C. The reactions were interpreted by them as taking 
place between amino acids and furfurals formed from sugars. The 
reactions were always accompanied by the liberation of carbon 
dioxide but not by that of ammonia. The latter substance was 
assumed to be consumed for the formation of melanoidins, as soon 
as it was produced. In his study of oxidative decomposition of 
amino acids with quinone derivatives Kisch (1933,1) noticed the 
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formation of benzaldehyde from phenylaminoacetic acid. Euler, 
Karrer and Zehender (1934) observed that ammonia and reduc- 
ing, volatile substances (presumably aldehydes or ketonic acids) 
were produced when aqueous solutions of amino acids and dehydro- 
ascorbie acid were heated. 

Glyoxals react with amino acids in a way similar to alloxan 
and other carbonyl compounds mentioned above. Neuberg and 
Kobel (1927) isolated, as the reaction products of amino acids with 
glyoxals, small quantities of aldehydes which contained one less 
carbon atom than the original acids. The presence or absence of 
oxygen exerted no influence on the reactions. Sakuma (1930) 
followed the reactions between methylglyoxal and amino acids at 
neutral reaction by determining the hourly decrease of the reacting 
substances. The quantities of ammonia and carbon dioxide 
liberated corresponded to 70-80% of the values calculated from 
the decreased quantities of amino acids. The incomplete conver- 
sion of methylglyoxal into lactic acid by muscle glyoxalase was 
explained by Watanabe (1933) to be partly, at least, due to the 
decrease of methylglyoxal by its reaction with creatine which was 
present in the enzyme solution. Kisch (193311) claimed that the 
deamination of amino acids with methylglyoxal was of oxidative 
nature, as the yield of ammonia increased with the intensity of 
aeration of. the reaction mixtures. Thus it is quite probable that 
in the presence of carbonyl compounds, amino acids are deaminized 
and converted into aldehydes with one less carbon atom. 

Much remains, however, to be elucidated regarding the fate of 
the carbonyl compounds. It has been repeatedly observed that 
murexide is formed from alloxan. This has been explained by 
assuming that alloxan takes up the hydrogen which is liberated 
oxidatively from amino acids, alloxantine being produced, and 
this product is converted into murexide in the presence of ammonia 
which is liberated from amino acids. Quinone may be converted 
into hydroquinone. These carbonyl compounds seem to act as 
hydrogen acceptors just in the same way as molecular oxygen which 
decomposes amino acids into aldehydes of next lower order on the 
surface of active charcoal. Nothing is known about the fate of 
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glyoxals in the reactions with amino acids. 

The present experiments were devised with the object of in- 
vestigating the reaction-products of glyoxals with amino acids on 
the one hand, and the influence of the structure of amino acids on 
the reactions on the other hand. 


I. THE REACTION-PRODUCT OF PHENYLGLYOXAL WITH 
AMINO ACIDS. 


After failing many times to isolate the reaction-product of 
methylglyoxal with amino acids, methylglyoxal was replaced by 
phenylglyoxal. By introducing a benzene nucleus in the molecule 
of glyoxal it was intended to produce a substance more easily 
capable of being isolated. A solution which contained phenylgly- 
oxal and glycine in 0.025 M and 0.25 M concentration respectively 
was kept at pH 7 and 50°C. The solution began to be tinged with 
a yellow colour after 2 hours, the colour getting darker with time. 
After 5 hours the solution became turbid and a yellow precipitate 
formed. As the solution turned acidic during the reaction, it was 
adjusted to pH 7 with the frequent addition of sodium hydroxide 
solution. Phenylglyoxal disappeared after 10 days’ incubation. 
The yellow precipitate was filtered off, washed with water, and put 
to successive purifications with ether, ether-aleohol and alcohol. 
The substance was then dissolved in absolute alcohol and preci- 
pitated by evaporating the alcohol and adding water to the solution. 
The pure substance was yellow and amorphous. It was insoluble 
in water, but soluble in alcohol, ether, acetone and _ benzene. 
The benzene solution of the substance gave blue fluorescence. 
FP=115°C. The molecular weight determined by the eryoscopic 
method was 298. The analytical data were as follows. 


73.0 mg. of substance: 226.11 mg. COs, 33.25 mg. HO. 

72.0 mg. of substance: 3.32mg. N. 

CxuHisON Calculated OC 84.85%, H 5.05%, N 4.72% 
Found C 84.40%, H 5.06%, N 4.75% 


The properties and the analytical data so far examined indicate 
that the substance was triphenyloxazole. Judging from the struc- 
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CoHs-C-OV are : 
ture of triphenyloxazole, \ Do Cols, it is likely that this 
C o>H;-C-N 


substance might be synthesized from 1 molecule of ammonia which 
is liberated from glycine and 3 molecules of benzaldehyde which 
are formed from phenylglyoxal. Benzaldehyde may condense be- 
fore it reacts with ammonia. Referring to the literature on tri- 
phenyloxazole, it was synthesized from the condensation products 
of benzaldehyde: 1) Rubbing the mixture of benzoin and benzo- 
nitrile with concentrated sulphuric acid, 2) bringing benzil into 
contact with ammonia, 3) warming benzoyldesylamine with con- 
centrated sulphuric acid. Alanine and other amino acids formed 
the same product. Thus it is probable that in the reactions with 
amino acids glyoxals are converted into the aldehydes which have 
one less carbon atom than the mother substances, the aldehydes 
reacting subsequently with ammonia, and forming complicated 
products. 

It is to.be noted in this connection that the reaction product 
of phenylglyoxal with ammonia is different from that of phenyl- 
glyoxal with amino acids. As demonstrated already by Miiller 
and Pechmann (1889), and Pinner (1902), y-benzoyl-phenyl- 
CoH;'C-NH 

HO_N 
elyoxal and ammonium sulphate were treated under just the same 
conditions as those mentioned above. FP=195°C. N-content 
=11.08% (caleul. 11.29%). In this case intact phenylglyoxal reacts 
with ammonia, while in the case of triphenyloxazole phenylglyoxal 
suffers a primary change by the reaction with amino acids and 
forms a compound with one less carbon atom before the compound 
reacts with ammonia formed from amino acids. 


elyoxalin, > C-CO-CcHs, was produced when phenyl- 


IJ. REACTIONS OF METHYLGLYOXAL WITH AMINO ACIDS. 


In this chapter we shall deal with the results of the experi- 
ments which were carried out to compare the velocities of the 
reactions of various amino acids with methylglyoxal. Sakuma 
(l.c.) demonstrated that there was no marked difference in the 
reaction velocities so far as monoamino-monocarboxylic acids were 
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concerned. In the present experiments the reactions were examined 
at several hours’ intervals at pH 7.8 and 9 (CO.-NaHCOs and 
NaHCO3-NasCO3 buffer mixtures). The borie acid-borax mix- 
tures which were employed in Sakuma’s experiments were avoided 
since these substances react with methylglyoxal and introduce some 
ambiguity into the results of the experiments. The reacting fluids 
contained amino acids and methylglyoxal at concentrations of 
0.05 M and 0.005 M respectively in 100ce. The amino acids and 
methylglyoxal were neutralized before mixing. The temperature 
was 37°C. The decrease of the quantity of methylglyoxal was 
followed at intervals with our colorimetric method. The reacting 
mixtures tended to be coloured yellow after incubating for several 
hours. When the colour interfered with the colorimetric method, 
Barrenscheen and Dreguss’ method was employed. The de- 
crease of the amounts of amino acids was also determined oc- 
easionally with the van Slyke method. The reactions took place, 
as Sakuma observed, always at an equimolecular ratio between 
methylglyoxal and the amino group of the acids. The reaction 
velocities are indicated in the tables by the rate of the decrease of 
methylglyoxal. 

The optimum hydrogen-ion concentration for the reactions was 
pH 8. The reaction proceeded more slowly at pH 9 and much 
more so at pH 7. Control experiments were always made to check 
the decrease of methylglyoxal in alkaline media. o-Monoamino- 
monocarboxylic acids reacted with methylglyoxal at practically the 
same rate (Table I). This was anticipated from the fact that a 
molecule of methylglyoxal reacts with an amino group of the acids. 
Glycine was an exception; its reaction velocity was decidedly higher 
than those of other monoamino acids. In Kisch’s experiments 
(1933 i) the structure of the residual parts of -CHNH»2-COOH in 
the molecules of monoamino acids was found to exert an influence 
on the reactions with quinone derivatives. Deamination took place 
most markedly in glycine, then in serine; alanine, isoleucine, valine 
and a-aminobutyric acid were not attacked. The difference in the 
nature of the deaminizing reagents in the experiments of Kisch 
and of the present writer may affect the mode of the reactions. 
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TABLE I. 
Reactions of a-Monoamino Acids with Methylglyoxal. 


Time of Decrease of methylglyoxal (%) 
Amino acid incubation 
(hours) pH 7 pH 8 pH 9 
2 4.8 18.4 IS: 
Glycine 4 7.5 29.1 25.4 
8 10.8 40.3 28.9 
2 2.9 6.3 5.2 
d-Alanine 4 4.5 9.3 9.0 
8 les 15.7 11.3 
2 2.4 6.3 4.9 
a-Aminobutyrie 4 37 8.9 7.9 
acid 
8 6.9 16.1 9.0 
2 2.9 7.0 5.0 
1-Leucine 4 4.5 9.6 8.1 
8 les HYP aan 
2 4.2 6.3 4.5 
l-Phenylalanine 4 5 9.6 8.7 
8 teal 15.1 13.0 


The stereoisomeric difference in the molecules of amino acids 
had no bearing upon the reactions. The situation of the amino 
group in the molecules of amino acids controlled the reaction 
velocities. It is shown in Table IT that $-forms of alanine, amino- 
butyric acid and phenyl alanine reacted with methylglyoxal at 
higher velocities than the corresponding a-forms, and that y- 
aminobutyric acid which was prepared from piperylurethane as 
chlorhydrate by the Schotten method (1882, 1883) was more 
reactive than the f-form. It was thus demonstrated that the 
further the amino group was apart from the carboxyl group, the 
higher was the reaction velocity of the amino acid. The following 
experiments support this view in various ways. 

Table II shows that the deamination of 6-alanine and f-amino- 
butyric acid by alkali took place with more ease than the corres- 
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TABLE II. 
Reactions of a-, B- and y-Amino Acids with Methylglyoxal. 
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Time of Decrease of methylglyoxal (%) 
Amino acid incubation 
(hours) pH 7 pH 8 pH 9 
2 2.9 7.8 5.6 
dl-a-Alanine 4 4.5 10.7 9.6 
8 3 A725 ilar 
2 3.8 Gea 1165945) 
dl-8-Alanine 4 5.8 219 21.0 
8 9.3 27:3 23.0 
5 : 2 2.4 6.3 4.9 
pe eae 4 3.7 8.9 7.9 
8 6.9 16.1 9.0 
f - 2 3.4 9.3 8. 
eee 4 5A 114 12.2 
8 8.3 20.0 ilpyAl 
Miinn baiers 2 18.6 Sail — 
4) he aed DUTYT1E 4 27.6 4]. pers 
8 48.2 ae 
2 4.7 7.0 6.2 
a ech 4 6.2 10.0 9.5 
8 8.7 T55 13.0 
2 7.4 anlar 11.2 
foc 4 9.5 19.5 16.3 
8 11.7 24.1 19.0 
Tape III. 


Deamination of a- and B-Amino Acids by Alkali. 


Amino acid 


Ammonia-N liberated 


(mg.) 
a-Alanine 0.070 
B-Alanine 0.469 
a-Aminobutyrie acid 0.063 
B-Aminobutyrie acid 0.441 
y-Aminobutyric acid* 1.936 


* Lee. of 0.25 M solution was used, and the quantity of ammonia-N 
found was multiplied by 5. 
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ponding a-forms, indicating the greater reactivity of the S-amino 
group than the other. It is also shown that y-aminobutyriec acid 
produced ammonia in larger amount than f-acid. The ammonia 
liberated was determined by the modified Conway and Byrne 
method (1933), using an apparatus which contained 10 cc. of the 
fluid to be tested and 5ce. of the standard acid solution. The 
accuracy of the method was 98%. Five ee. of 0.25 M solutions of 
amino acids and 5ee. of 4N NaOH-solution were mixed in the 
outer chamber of the apparatus, and 5 ee. of 0.01 N HeSOxz solution 
were introduced in the inner chamber. The apparatus was in- 
cubated at 60°C for 5 hours, and the quantities of ammonia 
liberated were determined by measuring the decrease of the acidity 
of the standard acid solution in the inner chamber. 

The experiments were extended to dipeptides. The increase 
of the distance between amino and carboxyl groups in dipeptides 
was expected to give to these compounds a higher reactivity than 
the constituent amino acids. Table IV shows that glycylglycine, 


TABLE IV. 
Reactivity of Dipeptides. 
Time of Decrease of methylglyoxal .(%) 
Amino acid incubation 
(hours) jolsl 9 pH 8 pH 9 
4.8 18.4 17.8 
Glycine 4 7.0 29 e 25.4 
10.8 40.3 28.9 
2 29.5 40.9 53.6 
Glycylglycine 4 40.7 55.8 43.3 
8 62.7 
2 20.1 34.4 29.4 
1-Leucylglycine 4 30.5 45.1 37.3 
8 51.8 
2 29.0 38.8 35.0 
Glycyl-l-leucine 4. +40.1 54.1 42.0 
8 59.8 
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glycylleucine and leucylglycine were more reactive than glycine. 
That glycylleucine had higher sensitivity than leucylglycine may 
be understood on the basis of the difference in the sensitivity of the 
amino groups of glycine and alanine to glyoxals. The imino group 
did not react with methylglyoxal at all; there was no decrease of 
methylglyoxal when it was put into contact with sarcosine CH: 
NH-CH2COOH, phenylglyecine CsH;-NH:CH2COOH and proline. 
The difference in the reactivity between arginine and ornithine 
can be also explained from the fact that one of the amino groups 
is situated farther off the carboxyl group in the former acid than 
the latter (Table V). Kisch (19331) reported that glycylglycine 
and glycyltyrosine were deaminized by quinone derivatives at 
higher rates than corresponding amino acids. 


TABLE V. 
Ornithine and Arginine. 


Time of Decrease of methylglyoxal (%) 
Amino acid incubation 
(hours) joel pH 8 pH 9 
2 39.0 47.2 42.1 
Ornithine 4 48.5 63.3 pra 5) 
8 69.2 
2 59.3 65 61.0 
Arginine 4 74.9 76.2 
8 83. 


The relationship between amino and carboxyl groups was 
demonstrated more closely in the experiment which was performed 
to compare the ease of deamination between aspartic and glutamic 
acids. The amino groups of the acids are under the control of 
two carboxyl groups at both ends of the molecules. This influence 
of the carboxyl groups should be stronger in aspartic acid than in 
glutamic acid, since one carboxyl groups is situated at y-position 
in the former and at 6-position in the latter. It was also expected 
that these amino acids which are loaded with two carboxyl groups 
might be less reactive than monocarboxylic acids. The experi- 
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TABLE VI. 
Aspartic and Glutamic Acids. 


Decrease of methylglyoxal (%) 


Time of 

Amino acid incubation 
(hours) pH 7 pH 8 
2 1.8 2.8 
Aspartic acid 4 2.9 4.3 
8 3.8 9.0 
2, oe 3.2 
Glutamie acid 4 3.2 Dall 
8 5.4 U5 


mental results listed in Table VI show that aspartic acid was less 
reactive than the other, and that these dicarboxylic acids reacted 
with methylelyoxal at far lower velocity than monocarboxylic acids 
(Table I is to be referred to). 

The removal of the influence of the carboxyl group on the 
amino group by esterifying amino acids renders the esters much 
more reactive. An example of this type of experiment is shown 
in Table VII. Alanine ethylester consumed methylglyoxal at a 
far higher rate than free alanine. 


TaBLE VII. 
Alanine and Alanine-ethylester. 


Time of Decrease of methylglyoxal (%) 
Amino acid incubation 
(hours) pH 7 pH 8 pH 9 
2 2.6 (5) 5.7 
Alanine 4. 4.2 10.3 7.6 
8 7 A. IW fodl 14.5 
ae 2) 14.8 35.7 28.6 
anine a S 
ethylester as 21.6 51.4 85.9 
8 40.8 


The retarding effect of the sulphonic group on the reactivity 
of the amino group with methylglyoxal was compared with the 
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TABLE VIII. 
Taurine and 6-Alanine. 
Time of Decrease of methylglyoxal (%) 
Amino acid incubation 
(hours) pH 7 pH 8 
. 2 3.8 10.1 
Taurine 4 Get AT2 
8 Ose, 22.4 
2 4.2 12.2 
8-Alanine 4 Wess 
8 9.8 27.9 


effect of the carboxyl group. It is shown in Table VIII that there 
was no marked difference in the reactivity between taurine and 
dl-f-alanine. 

Among aminobenzoic acids p-acid was least reactive, o- and 
m-acids showing reactivity of almost the same order (Table IX). 


TABLE IX. 
Aminobenzoie Acids. 
Mimoear Decrease of methylglyoxal (%) 
incubation 
(hours) pH 7 pH 8 
2 3.5 6.5 
o-Aminobenzoie 4 4.1 9.2 
acid 
8 8.0 14.5 
2 ayy a) 6.5 
m-Aminobenzoic 4 3.9 8.4 
acid 
8 6.7 14.2 
2 One 4.6 
p-Aminobenzoic 4 2.7 5.9 
acid 
8 4.3 10.6 
SUMMARY. 


1. Triphenyloxazole was isolated as the reaction-product of 
phenylglyoxal with amino acids. The formation of this compound 
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indicates that phenylglyoxal is first converted to benzaldehyde or 
its condensation product, and this product synthesized triphenyl- 
oxazole with the ammonia which is liberated from amino acids. 

2. The reactivity of amino acids with methylglyoxal in- 
creased with the distance between the amino and carboxylic groups 
in the molecules of amino acids. Thus f-amind acids were more 
reactive than the a-acids, and y-acids showed in turn greater 
reactivity than f-acids. Dipeptides were more reactive than a- 
monoamino acids. Monoaminodicarboxylic acids, aspartic and 
glutamic acid, were less reactive than a-monoaminomonocarboxylic 
acids, and this was especially the case in aspartic acid. All these 
facts indicate the inhibitory effect of the carboxylic group of tle 
amino acids on the reactivity of the amino group with methyl- 
glyoxal. In fact, the reactivity of amino acids was much 
strengthened by esterification of their carboxylic groups. 

3. Among aminobenzoic acids p-form was least reactive, o- 
and m-forms showing reactivity of almost the same order. 
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¢ INTRODUCTION. 


There are a large number of reports concerning the origin and 
function of phenols present in organisins, as may be summarize as 
follows: 

The phenols in organisms originate normally from tyrosin in 
the intestinal canal by the fermentative action of bacteriological 
processes, and is absorbed in the forms of phenol and paracresol. 
All authorities do not agree, however, as to the existence of free 
phenols in the blood. 

Dubin (1916), Underhill and Simpson (1920) and others 
maintain the existence of free phenols in the blood, as the fermenta- 
tion in the intestinal canal is proportional to the quantity of phenols 
eliminated in urine and also as all matters eliminated in urine 
must have once been contained in the blood. 

On the other hand, Looney (1933) described that there are 
no parallelism or no direct relations observable between phenols in 
the blood and those in the urine. 

Of these previous report the following brief classification may 
be tried: 

I. According to the reports of Baumann (1876) Neuberg 
(1900), Schmiedeberg (1881), and Becher (1925/26) it is 
impossible to prove that any volatile or non-volatile phenols in 
the free form in the normal arterial blood of organisms and all 
phenols which may exist in the normal blood take a conjugate form. 

II. On the other hand it was reported by Theis-Benedict 
(1924) that most kinds of phenols in organisms take the free form 


1g 
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and that the existence of the demonstrable quantities of the con- 
jugated phenols is questionable. Even when the existence of the 
conjugated phenols, can be proved, their quantity is very small 
compared with that of the phenols in the free form, and remains 
within the limit of experimental error, and often their existence 
ean hardly be proved. 

Ill. According to Pelkan, Wipple(1921), and Rakestraw 
(1923) the co-existence of both forms of free and conjugated 
phenols was always proved in the arterial blood of a normal 
organism. Sakai and Honda also proved the existence of the 
free and the conjugated phenol in the blood. 

As to the meaning of free phenols in the blood, the reports 
of scholars do not agree. Baumann and Schmiedeberg say 
that the existence of free phenols in the blood is only momentary 
or spontaneous, and by no means normal or physiological. On the 
contrary, Becher insists that as these free phenols in the blood 
are harmful, they exist normally only in the forms of conjugated 
compounds, so he denies their normal existence in the blood in 
the form of free phenols. On the other hand, Sakai, Chapin 
(1921), Elvove (1917), Haas and Schlesinger (1924), Theis- 
Benedict, Pelkan(1922), Bakestraw, Gibbs(1927), Betrice 
(1935), Marenzi, False and Honda, all claim the existence of 
free phenols in the blood, but they do not explain clearly the signi- 
ficance of its presence. 


Quantitative Determination of Phenol in the Blood. 


I, Theis-Benedict (1918) applied at first the Folin- 
Denis’s phenol determination method, but found this reagent 
reacted simultaneously with uric acid, so they tried to find the 
real figure by substracting between them. Pelkan (1922) and 
Rakestraw (1923) employed the Folin-Wu filtrate and the 
Folin-Denis phenol reagents, but they recommended the removing 
or precipitation of uric acid prior to the determination of phenols. 

For the reason that the Folin-Denis phenol reagent is not 
specific for phenol bodies, Theis-Benedict (1934) have deemed 
it desirable to attempt the determination of phenols in the blood 
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by a new procedure employing diazotized p-Nitro aniline base 
which is a more specifie reagent. 

After precipitating the blood-albumen by the Folin-Wu 
procedure, the new reagents of Theis-Benedict are added to the 
blood filtrate, and then a bright orange color is produced. It should 
be read against a similarly treated standard phenol solution. 

Theis-Benedict (1920) concluded that free phenols in the 
normal blood mean mono- and poly-phenols; further, it is possible 
to determine the relative proportion of mono- and poly-phenols 
in the blood. Poly-phenols represent about one third of the total 
phenols. 

II. Becher’s Method (1925-1926) (1) To a large amount, at 
least 100ce. of blood, without elimination of albumen, add 
bicarbonate of soda, then distill it for evaporating phenol and 
p-cresol in the free form. On the other hand, add phosphorie acid 
to neutralize the remaining solution and distill it. Then evaporate 
phenol and p-cresol, by hydrolyzing the conjugated phenol. And 
from these two distilled solutions extract phenol and para-cresol 
with ether. Finally this solution will be read against Millon’s 
reagent similarly treated with standard phenol and p-cresol solu- 
tion. (2) Make a hydrolysis by distillation and adding phosphoric 
acid to the blood filtrate after eliminating the albumen, shake it 
with ether after the addition of sodium bicarbonate, so that the 
aromatic oxyacid remains in alkaline solution and the diphenol 
is transferred to ether. The two will be determined by suitable 
procedures. 

For the purpose of the determination of phenol in the free 
form, the hydrolysis is omitted. 

According to the results of Becher’s method, the existence 
of any free form of phenol and para-cresol cannot be proved but 
only the existence of catecol and hydroquinone. 

The determination by the new method of Theis-Benedict 
requires only a small quantity of blood; its procedure is brief, but 
on the other hand it has a tendency to be inaccurate. In this 
respect it is inferior to Becher’s method. 

My experiment was to determine the phenol in the blood of a 
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toad. It is very hard to collect such a large quantity as 100 ce. 
of blood; and for several reasons I was compelled to use the new 
method of Theis-Benedict. 

My test for the recovery of phenol in which I added phenol 
to rabbit blood, for the purpose of testing the accuracy of Theis- 
Benedict’s method, gave results nearly the same as that of Theis- 
Benedict. My results with conjugated phenol which I deter- 
mined by applying Theis-Benedict’s method, gave results nearly 
the same as the method of Sakai which is an application of 
Becher’s procedure. Furthermore, Sakai compared these two 
results by both methods ‘and concluded that Becher’s method 
failed to prove the existence of free phenol, but that both results 
with conjugated phenols were nearly the same, and the increasing 
as well as the decreasing of these results show a parallelism by 
both methods as described already. The method of Theis- 
Benedict depends entirely upon the intensity of color yielded by 
diazotized p-nitro aniline base and reagents are not specific for 
phenol bodies only, but it reacts on eertain other substances in 
the blood such as thyroidin, amino-acid, ete. These substances in 
the blood which are not phenols are practically neglectable on 
account of being in such very little quantities, but theoretically, 
this is a disadvantageous point in this method. We cannot help 
avoiding this method when we consider the high chemical sensi- 
bility of these reagents as well as the purpose of this method for 
determining micro-chemical quantities. 

_ The free phenols which I determined by applying this method 
under such a condition, were as follows: 

Tisdall called all phenols, “phenol substances” or “phenolic 
bodies,” but Theis-Benedict divided them into two kinds, free 
and conjugated phenols in the blood. The above mentioned free 
phenols mean mono- and poly-phenols; mono-phenols represent 
mainly aromatic oxyacid and poly-phenol chiefly diphenol in 
the blood. Furthermore, phenol (CsH;O0H) and _ para-cresol 
(CoH;(CHs)OH) are not contained in the mono-phenols within 
provable amounts; thus, perhaps the substances which I determined 
as free phenols in the blood may be understood to be aromatic 
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oxyacid or diphenol. 


Section I. QUANTITATIVE DETERMINATION OF PHENOLS IN THE 
Buoop or Toaps AND Irs REsuuts. 


For these experiments I selected vigorous toads which weighed 
more than 200gm. For the collection of blood, I pitched pre- 
viously all cerebro-spinal cords and opened the breast wall, collect- 
ing the blood from the aortic arch. This is really a mixture of 
arterial and venous blood, but as this blood is distributed to the 
peripheral organs I called it the arterial blood for the sake of 
convenience. 

The quantity of the blood eollected from each animal was 
usually within one twenty-sixth of the body-weight. I mixed 1mg 
of lithium oxalate for 1 ee. of blood. : 

For the eliminaiton of the blood albumen I used the Folin- 
Wu method (1919). Two-thirds of normal sulphuric acid solution 
is added until the mixture shows the color of congo paper. 

The arterial blood becomes a colorless transparent fluid when 
it is filtered; 10 cc. of this fluid was put into an Erlenmyer’s 
flask with a capacity of 100 cc. To it I added 1 ce. of 1% acacia gum 
solution and lee. of 50% of sodium acetate. They are further 
mixed with 0.75 ce. of diazotized para-nitro aniline base solution. 
After one minute 2 ce. of 20% sodium carbonate solution was added 
to this solution and made alkaline by shaking. The filtered liquid 
becomes a fresh transparent orange color. 10 cc. of a standard 
solution containing 0.025 mg of phenol is handled in the same way. 
These two solutions are then compared by the colorimeter. : By 
this method the quantity of the free phenols in the blood is esti- 
mated as phenol. 

0.25 ee. of concentrated hydrochloric acid is added to 10 cc. of 
filtrated blood, and the mixture, steeped in a boiling bath kept at 
100°C. By this treatment the conjugated phenol is subject to 
hydrolysis and becomes free phenol. By dropping and mixing a 
small amount of 20% sodium hydrate solution, the neutralization 
of concentrated hydrochloric acid is accomplished (taking care not 


to add too much). The standard phenol solution to be used as a 
e 
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control solution is similarly treated. The quantity of experimental 
and control solutions is determined by the colorimeter. This 
quantity is called the quantity of total phenol. The difference 
between this quantity and that of free phenols is the quantity of 
conjugated phenols which is converted to free phenols. 


I. The Arterial Blood of a Toad. 


Table I shows the result of determination of free phenol in 51 
cases (September and October); according to it the quantity 
estimated as phenol in 100 ce. of blood is 0.93 mg at its minimum. 
1.27 meg at its maximum and 1.13 mg on the average. Table II 
(February and March) and III (June) show the result of deter- 
mination of free, total and conjugated phenols in 32 eases. The 
quantity of free phenol in all 83 cases in the 3 Tables estimated 
as phenol is 0.89 mg at its minimum, 1.29 mg at its maximum, and 
1.13 mg on the average. This corresponds closely with the average 
of Table I. There is no specific difference between the quantities 
of free phenols according to sex and a scientific term. The quantity 
of total phenol in Tables II and III estimated as phenol is 1.02 mg 
at its minimum, 1.59mg at its maximum, and 1.22me on the 
average. The quantity of conjugated phenol is calculated from it. 
The conjugated phenol is converted into the free phenol, and the 
quantity is 0.04 mg at its minimum, 0.3 mg at its maximum, and 
0.1 mg on the average. 


II. Venous Blood. 


Al slowly collected blood by sucking with an injection needle 
from sinus venous of an animal whose cerebro-spinal cord was 
pitched and whose heart was exposed. I determined the free 
phenol. As shown in Table IV the quantity of the free phenol in 
100 ce. of blood was 0.91 mg on the average. It is less by 0.2 mg 
than that in arterial blood mentioned previously. The reason may 
be mainly that a part of the free phenol is conjugated or eliminated 
in the kidney or liver as the blood of the veins passes through these 
organs, 

I also tried to determine the phenol content in the blood of 
rabbits by the same method. 
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TABLE I. 
Quantitative determination of phenols in the arterial blood of toads. 
at ee ati oe We | pate | Rw 
100 ce. blood. amount. ; Sex 
mg. ce. mg. gr. Sept. “AGE 
if a ia lv 6.0 4 200 2 25 23 
2. ae 7.0 4 200 2 26 23 
3. 1.27 ES) 7 200 2 26 23 
4, MDF 6.0 6 2106 2 23 
5. 0.93 8.0 8 205 3 2 23 
6. 1.19 6.0 6 205 3 26 23 
ie 1.14 D.D 5 2006 26 23 
S: 1.19 10.0 10 3449 27 23 
9. 1.08 10.0 10 344 9 Pf 23 
10. Pals 10.0 10 344 9 27 23 
cI De 1.15 10.0 10 285 2 27 23 
12. 1.12 10.0 10 ‘285 2 27 23 
Sy 1.12 10.0 10 322 2 27 23 
14, 1.12 10.0 10 322° PAs 23 
15. LZ 10.0 10 322 9 27 23 
16. 1.08 10.0 10 2506 2 23 
LST 1.08 10.0 10 2506 27 23 
18. 1.08 5.0 i) 2006 27 23 
ay 1.15 10.0 10 280 9 28 22 
20. 1.19 10.0 10 280 9 28 22 
21. LAS 10.0 10 317 ? 28 22 
22. 1.12 10.0 10 3179 28 22 
23. 1.08 10.0 10 3505 2 28 22 
24, 1.06 10.0 10 355d & 28 22 
25. 1.12 3.0 5 200 2 28 22 
26. 0.96 10.0 10 256 2 29 19 
27. 0.96 10,0 10 2652 29 19 
28. 0.14 11.0 10 260 2 29 19 
29. 1.04 11.0 10 260 ° 2 ify) 
30. 1.04 6.0 6 2006 29 19 
31. 1.04 10.0 10 265 2 30 18 
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TaBie I. (continued) 


No.of | Zen mnclper | blood | Lithium “E | Datos Bm. 
BEY. 100 ce. blood. amount. EEE Sex. 
mg. ce. mg. er. Sept. ACe 
82. 1.04 10.0 10 2652 30 18 
38% nO 7.0 i 244 2 30 18 
34. 1.07 10.0 10 2782 30 18 
3355 1.04 10.0 10 2782 30 18 
Oct. 
36. 0.96 10.0 10 250 1 22 
37. 1.00 10.0 10 250 2 1 22 
38. 1.02 9.0 9 2702 1 22 
39. 1.00 8.0 8 2602 5 22 
40. 1.00 8.0 8 260 2 5 22 
4]. | 1.00 6.0 6 265 2 a 22 
42. 1.13 8.0 8 2429 d 22 
43. 1.02 9.0 9 2053 5 22 
44, 1.04 9.0 9 205 3 5 22 
45. 1.19 15.0 15 2202 6 24 
46. 1.25 15.0 15 2202 6 24. 
47. neo 15.0 15 22012 6 24 
48, 1:25 16.0 16 315 9 if 24 
49, 1.25 16.0 16 Bila) © 7 24 
50. 1.25 16.0 16 3159 if 24 
51. 1.25 6.0 16 200 2 a 24 
Average 1.15 


W.B.: Weight of body. 
R.T.: Room temperature. 


Section II. Resuurs 1s tue Buoop or Rapprrs. 


I. Arterial Blood. 


For an experimental animal I selected a normal rabbit of more 
than 2 kilograms in body-weight which was lively and had no 
diarrhea. For 16 hours before the experiment I gave him no food. 
In collecting the blood, I inserted a cannula into the left carotis 
and took 15 to 20 ¢e., the required quantity of blood into a recepta- 
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TABLE II. 
Quantitative determination of phenols in the arterial blood of toads. 


n 
ree S se Conjugated sig 
phenols oh phenols sa | oh 
as phenol ASS S| asphenol | 5 | S| B.W. | Sex.-|Date.| R.T. 
per 100 ce. | Games | per100ce. | M = aa & 
blood. hey Sl fey blood. ; 
al 
mg. mg mg. Ce. mg. er. Feb.) °C. 
t>) 
No. 1.1.20) 1.42 0.22 11.0 | 11.0 sae e 22 | 44 
; : s o44 | 3 | , 
2.0.96 | 1.09 0.13 GAZ ay Ve ach eed 6 
.125| 1.39 0.14 10.51 105| 1390 | 9 | sa bh 16 
Le more” 0.19 10.51 190}: eee | 2@ | oe°| a¢ 
34.05). 91:86 0.11 12.0 | 12.0 cs : 24 | 16 
177 | 3 
& 118+ — 1.98 0.10 GAO ARNG ey de | 8) Lt 
$4191 1.95 0.14 11.0 | 11.0 le : 26 | 15 
8.113] 1.18 0.05 12.0 | 12.0 {370 eo e2e |) 15 
- Pee geen ae |. 46 
9.1.19} 1.34 0.15 ing | tem | ei ee |. 2 2 
10. 0.96 | 1.07 0.10 11.0 | 11.0 ie . og | 14 
Mar. 
11. 1.00} 108 0.08 12.0} 12.0 ees is t toa 
12 00L1 116 0.12 12.0 | 12.0 { aR : ce) ae 
13. 1.07| 1.22 0.15 11.0 | 11.0 fee : iene Tt 
[oi-¢ ss 
14.113] 1.7 0.04 16.0 | 16.0 ome : co ae 
oO 
15, 1135) 21.85 0.12 G0 410 oe : Ball V4 
16. 0.96 | 1.09 0.13 110 | 110 (9 -ae7 kee ea|pare 
bY 
17 0.89 | 1.02 0.13 12.0 | 12.0 { aoe : out 
OQ 
18. 1.04] 1.21 0.17 11.0 | 11.0 ya 71 14 
9 
19.1.00| 1.17 0.17 11.0 | 11.0 { a : Al ae 
Average 1.10 1.22 0.12 


B.W.: Weight of body. 
R.T.: Room temperature. 
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TaBLE III. 
Quantitative determination of phenols in the arterial blood of toads. 


n 
Free S rn) Conjugated el ¢ 
henols OS Sd phenols ee | Se 
. phenol Aas Ss as phenol 8 2 B S B.W. | Sex. | Date.| R.T. 
per 100 ce. | @uHS | per 100 ce. aa Sea 
blood. BS ee blood. 
a 
mg. meg. mg. Ce meg. anu || “Cr. 
194 $ 
No lI. 0.97 1.16 0.19 WO) atl) ee 3 10 30 
9 
2,1.00| 1.7 0.17 11.0 | 11.0 eer Ey ilmekt nee 
2 . 229 9 - 
3.125] 1.52 0.27 16.0 | 16.0 1589 = leis 
4. 1.00 23) 0.23 12.0 | 12.0 1570 5 14 27 
) ° 
5.114) 1,32 0.18 11.0 | 11.0 eee = 16.4) 398 
275 oF 
6. 1.14 1.36 0.22 WAKO | ale) 280 2 16 28 
165 | 6 . 
NERY) 1.59 0.30 16.0 | 16.0 fee 4 16 28 
8. 1.14 1.32 0.18 LOS Os 280 g ily/ Pal 
9. 1.08 1.19 0.11 Wale) |) a) 285 © 17 ot 
10. 1.14 1.32 0.18 TOFS all Oss 270 2 Aa Patt 
tal, aglhy) 1.38 0.19 TE OR elite 0, 280 2 18 28 
PA AI 1.36 0.20 TsO |) abso) 230 2 18 2 
230 2) 
is 116) 134 0.18 12.0 | 12.0 { eer ton ato mee 
Average 1.13 pou! 0.18 


B.W.: Weight of body. 
R.T.: Room Temperature. 


cle in which 15 to 20 mg of lithium oxalate was placed previously. 
Table V is the result. According to this, the quantity of the free 
phenol in 100 ce. of the arterial blood in the cases of 25 rabbits, 
estimated as phenol, is 1.84-1.60 mg, or 1.69 mg on the average. 
The quantity of the conjugated phenol estimated as phenol is 0.4— 
0.2 mg, or 0.26 mg on the average in Table V. Sakai determined 
the quantity of the phenol in the normal blood of rabbits by ap- 
plication of the method of Theis-Benedict as well as of Becher. 
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TABLE IV. 
Quantitative determination of phenols in the vein blood of toads. 
Free 
No. of phenols Collected Weight Room 
Exp. as phenol amount of | of body. Sex. Date. Tempera- 
per 100 ee. blood. gr. ture. 
blood. 
mg. ce. gr. Oct. “OF 
ale 0.96 6.0 160 6 24 
2. | 0.94 5.0 200 6 24 
a= h 0.89 8.0 210 7 23 
4, 0.86 6.0 | . 200 9 al 
5. 0 95 6.0 215 10 20 
6. 0.83 6.0 180 10 20 
Average 0.91 


4 


These values are 1.74mg of the free phenol, and 0.51 me of the 
conjugated phenols which nearly correspond to my figures. 


II. Venous Blood. 


Under the same conditions as in the collection of arterial blood, 
a cannula is inserted into the right external jugular vein of a 
rabbit, and 12-15 cc. of blood was taken and determined. For a 
comparison of the phenol content in the arterial and venous blood, 
first the arterial blood from the right carotis and then the venous 
blood from the external jugular vein on the same side were taken. 
Both were determined. Table VI is the result of determinations 
in the cases of 25 rabbits. According to it, the quantity of the 
free phenol in 100 ce. of venous blood estimated as phenol is 1.27— 
1.54 mg or 1.89 mg on the average. The conjugated phenol esti- 
mated as phenol is 0.12—0.24 mg or 0.17 mg on the average. 

Table VII is the comparison of the phenol contents in the 
arterial and venous blood. The quantity of the free and con- 
jugated phenols in the venous blood is somewhat less than that 
of the arterial blood. This venous blood comes from the head. 
As phenols in the arterial blood are not eliminated outside of the 
body during circulation in the head, this decrease must be due to 
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TABLE V. 
Quantitative determination of phenols in the arterial blood of rabbits. 


RE lt od a ete! 
| gas] ges 
= oroLoelirs One 
Hu oA. QA. 
S (oP) a 5 re P| 5 
° 2 Ro “Ao 
A eS a 

mg/dl | mg/dl 

i 1.61 1.90 
2. 1.62 1.99 
3. 1.62 2.00 
4, 1.64 1.95 
3. 1.62 1.87 
6. 1.62 1.89 
Ube 1.62 eos 
8. 1.62 1.95 
9. 1.62 1.95 
LO. 1.75 2.15 
ile 1.78 2.18 
12. 1.66 1.95 
13: 1.70 1.93 
14. 1.70 1.90 
15. 1.69 1.96 
16. 1.68 1.94 
Mf 1.73 2.01 
18. Ife} 2.05 
iI), 1.84 2.085 
20. | 1.78 | 2.08 
21 1.70 1.94 
22 1.73 1.98 
233 Wee) 2.00 
24. 1.78 2.08 
25. 1.67 1.88 

Average 1.69 1.98 


Conjugated 
phenol as 
phenol per 

100 ee. blood. 


0.29 
0.37 
0.38 
0.31 
0.25 
0.27 
0.31 
0.33 
0.33 
0.40 
0.40 
0.29 


0.23 
0.20 
PAE 
0.26 
0.28 
0.27 
0.245 
0.30 


0.24 
0.24 
0.25 
0.30 
0.21 


0.26 
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is) I SH H ons 
a] s 3 a a& 
dq at 2) Zt . ASN 

ge) Scheels) 2 lee 
~ S} aed of (oy (ob) ta = = 
o§ 19% | @24 % ee ig Tes 
£8) #O|e 3 fe 
9 a S 
(=) 

ce. ae eT July. | °C. | normal 

lt 1a 2120 197 29 ” 

12 12 2300 20 28 ” 

iil 11 2350 ” ” ” 

itil Wat 2300 ” ” ” 

” ” 2400 ” ” ” 

” ” 2500 ” ” ” 

30 30 2100 ” ” ” 

” ” 2°00 23 29 ed 

” ” ” ” ” ” 

” ” 2000 24 29 ” 

20 20 ” ” bP ” 

20 20 2100 30 31 ” 

Sept. 

20 20 2000 13 | 24 ” 

” ” ” ” ” ” 

») ” 2050 14 | 25 ” 

” ” ” ” ” ” 

ee wy) 2000 ie ” ” 

” ” ” ” ” ” 

” ” 2150 18 ” ” 

” ” ” ” ” ” 

Aug 

2H 2 2000 Ze 28 ” 

”? ” 2100 24 27 ” 

» | » | 2000 90% |"oenl) © 33 

20 20 | 2050 27 27 ” 

20 20 | 2700 28 28 ” 


Phenol Contents in the Normal Blood. 131 


TABLE VI. 

Quantitative determination of phenols in the vein blood of rabbits, 
Sees) seal eens | el Sf lek ts gas 
Begs | P8s/ 2825/85] 6 1 es: 2) VTE eee 
s | 885) 885] Fhe5|88| ¢ |S" | "| 2 1" Ee 
a Vege lege | oO" 9S) % 5 p sha 

mg/dl | mg/dl mg/dl ce. mes || er: July | °C.] normal 

aL 134 1.43 0.12 11 1D 2100 19 29 ” 
72; AGU 7 ealiza 0.14 12 12 | 2200 19 | 29 ” 
s-| 144 | 166 22 | 1 | 1 |} 2000 20 | 29% > 
4. 1.43 1.66 0.18 11 Aatl 2300 20 28 »” 
5. 1:37 1.49 0.12 20 20 | 2200 2128 ” 
6. 1.38 1.62 0.24 25 25 2300 23 29 ” 
ie 1.38 1.50 0.12 25 25 2300 23 29 ” 
8. 1.47 1.67 0.20 22 22 2550 24 29 ” 
a 1.30 1.57 0.19 1] 11 2500 24 29 ” 
10. 1,27 1.40 0.13 13 12 2000 25 28 ” 
AE: 134 1.32 0.21 12 12 2000 25 28 ” 
12. 1.41 1.58 OT 20 20 2050 30 28 ” 
13, 1.41 1.58 0.17 20 20 2050 30 28 ” 
Aug.| 30] » 

14. 1.31 1.49 0.18 11 11 2100 7 
15. 1.31 1.48 0.18 15 15 2000 7 ” ” 
Sept. | 26 ” 

16. 1.32 1.56 0.24 alu ue 2000 6 
aie 1.34 1.58 0.24 lat 11 2000 at 24 ” 
18. 1.47 1.65 0.18 13 13 2100 13 24 ” 
19. 1.47 1.65 0.18 11 Hel 210.0) ie) 2 ” 
20. 1.38 1.53 0.15 23 23 2000 14 25 ” 
21. 1.38 1.55 0.17 23 23 2050 15 25 ” 
22. 1.54 i574) 0.16 25 25 1850 il 25 cP) 
23, 1.54 1.74 0.20 25 25 1850 17 20 ” 
24, 1.54 1.74 0.16 20 20 2150 18 26 ” 
OD: 1.54 1.70 0.16 20 20 2150 18 26 ” 

Average 1.39 1.56 0.17 
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TABLE VII. 


The quantitative relation of phenol between arterial and vein blood of rabbits. 


No Free phenols Total phenols | Conj. phenols |: 
of. as phenol diff. as phenol Diff. as phenol Diff. 

Exp.| Pet 100 ee, of per 100 ce. of per 100 ce. of |, 

blood. blood. blood. 
A (mg/dl) V A (mg/dl) V ! A (mg/dl) V 

ile 1.62 1.31 OFS OH 1.438 0.48 0,29 0.12 0.17 
2 1.62 27 0.35 1.99 1.41 0.58 0.37 0.14 0.23 
3. 1.60 1.44 0.25 1.85 1.66 0.28 0.25 0.22 | 0.03 
4, |\* Tee 1.43 0.19 1.87 1.68 0.26 0.25 OLS) 0207 
5. 1.66 1.37 0.29 1.97 1.49 0.48 0.31 |, 0.12 0.19 
6. 1.62 1.38 0.24 1.95 1.62 0.33 0.33 |) 0:24 0.09 
ie 1.66 1.38 0.26 1.86 1.50 0.34 0.20 0.12 0.08 
8. 1.78 1.47 0331, 2.18 1.67 0.51 0.40 0,20 0.20 
9. 11 1.78 | 21.38 11-040! 2.48 | 4:57 3) 0.610) O40 |) Comoe 


10. 1.57 12% 0.30 1.91 1.40 0.51 0.34 0.13 0.21 
iil 1.60 1.31 0.29 1.98 152 0.46 0.38 0.21 0.17 
12. 1.66 1.41 0.25 1.95 1.58 0.37 0.29 0.17 0.12 
13. 1.60 1.41 OnE)! satee 1.58 0.21 0.19 0.17 0.02 
14, 1.64 1.31 0.33 1.95 1.49 0.46 0.31 0.18 0:13 
15. 157 1.30 0.27 1.81 1.48 0.33 5.24 0.18 0.06 
16. 1.50 1.32 0.18 1.75 1.56 0.19 0.25 0.24 0.01 
it 1.57 1.34 0.24 1.83 1.58 0.26 0.26 0.24 0.02 
18. 1.70 1.47 0.23' 1.90 1.65 0.25 0.20 0.18 0.02 
Gy 1.70 1.47 2) 1810) 1.65 0.25 0.20 0.18 0.02 
20. ILO) 1.38 0.31 1.96 1.53 0.43 0,27 0.15 0.12 
ai. 1.68 1.38 0.30 1.89 1.55 0.39 0.26 0.17 0.09 
22. 1.73 1.54 ORIG POL 1.70 0.31 0.28 0.16 0.12 
23. 1.78 1.54 0.24 1.99 1.74 0.25 0.21 0.20 0.01 
24, 1.78 L.d4 0.24 1.94 1.74 0.24 0.16 0.16 0.0 

25, 1.78 1.54 0.24 1.96 1.70 0.26 0.18 0.16 0.02 


Average 1.66 1.39 0.27 1.93 1.56 | 0.34 0.27 0.17 0.07 


the fact that the mono-phenol is partly oxidized into other forms 
and perhaps it is partly preserved in the structure tissue. 
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Section II]. Determination or PHENOLS IN ARTERIAL SERUM 
AND Irs ULTRAFILTRATE OF Rassits. 


I divided the serum obtained from the arterial blood of a 
rabbit into two parts. I left one-half as it was. The other half 
was filtered by an ultrafilter and made ultrafiltrate. JI determined 
the phenol contents in both. 

Serum :— 

The determination of the phenol in the serum is done by the 
Theis-Benedict method as already mentioned except the removal 
of albumen only. About half of the original amount i.e., 2.5 ce. of 
the wolformic acid and 2/3 normal sulphuric acid was added to 
the original serum. In each case the number of drops was varied | 
so that a definite reaction could be obtained. 

Table VIII is the result of determination. According to this 
in the cases of 10 rabbits there was free phenol in the serum of 
the arterial blood, estimated as phenol 0.1—0.3 mg or 0.2 mg on the 
average. This nearly corresponds to 1.5-2.3 mg of the free phenol 
and 0.1—0.3 mg of the conjugated phenol which is the value of the 
phenol in human serum as Marenzi reported in 1932. 

Ultrafiltrate :— 

Following Adolf Thiessen’s(1924) ultrafiltrate preparation, 
I used a small sized ultrafiltrate dialyzer (“finest” made in 
Goettingen). About 8.0 cc. of the serum was put into the upper 
test tube of the apparatus, and after 8-20 hours, 2.0 cc. of the 
filtrate was collected in the glass tube. In mid-summer the filtrate 
collecting glass tube is cooled to 15°C. 

The reaction of the filtrate thus obtained was tested by litmus 
paper. Then with trichloracetic acid (8-4%) or sulphosalicyle 
acid solution (20%) the reaction of albumen was tested. Assured 
of the non-existence of albumen, its phenol content was determined 
by the Theis-Benedict method in the same way as in case of 
serum. The result is shown in Table VIII. According to it, in 
the eases of 10 rabbits, the free phenol in the ultrafiltrate of the 
serum in the arterial blood estimated as phenol in 100 ce. of ultra- 
filtrate is 1.42-2.0 mg, or 1.73 mg on the average and the value of 
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the conjugated phenol, estimated as phenol, is 0.10.49 mg, or 0.25 
mg on an average. This quantity is about the same as that of the 
serum. 

As described above, I determined the quantities of the free 
phenol in the arterial blood, its serum and ultrafiltrate by Theis- 
Benedict’s method, and I can assure the following data: 

1. The existence of the free phenol in the blood is not 
spontaneous or temporary but a constantly normal characteristic, 
without a single exception. 

2. It shows a constant quantity in most cases. 

3. The quantities of the free phenol in the arterial blood are 
always larger than that in venous blood. 

4. The individual differences of the conjugated phenol are 
far greater than that of the free phenol. 

The experimental data show that the arterial blood always 
contains a little but a constant quantity of the free phenol. Not- 
withstanding that the organism has a sufficient ability to conjugate 
the free phenol, I am forced to conclude that the free phenol is 
a necessary and indispensable element for a living organism. 

Sato determined the quantities of the free phenol in the milk 
of many kinds of animals, and was assured that the quantities are 
almost the same. I also determined the same in several cases of 
human and cow milk,’ obtaining approximately the same results. 

Lightbody (1927/28) reported that the free phenol especially 
diphenol in milk is necessary and without this, an organism 1s 
unable to grow. Thus from all these experimental data, I hesitate 
to conclude that the free phenol in the normal blood is harmful 
and unnecessary. 


Srcrion IV. INTRA-VASCULAR AND INTRA-MUSCULAR INJECTION 
or ULTRAFILTRATE. 


I. Intra-gastrocnemic muscular injection on rabbits. 

The sciatic nerve cord of the lower limb of a healthy rabbit 
is exposed and incised, and then in this position I separated the 
gastrocnemic-soleus which is accompanied with the normal circula- 
tion system and fixed the rabbit at the knee and ankle joints; thus 
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the rabbit is placed in the box so arranged that its peripheral por- 
tion from the lumbar parts only is put in the warm moist cham- 
ber, connecting the Achilles tendon with the lever. 

[ made an intra-muscular injection of 0.5 ce. of ultrafiltrate 
during the registration of the maximum twitch of the gastrocnemic- 
soleus by stimulating with a break induction shock from 6 to 20 
times per minute on the peripheral end of the sciatic nerve. This 
ultrafiltrate which was obtained by the experiment described in the 
third section of this paper was used by the method that had just 
been described in the cases of 10 rabbits. The result as shown in 
the following Figures 1 and 2 was a remarkable increase in the 
height of muscular contraction without exception. 


Jahies, ate 
_ Tracing, showing the action of the ultrafiltrate by Intramuscular Injection. 


signal 
minute 
Wig. 2. 
The same compared with that of phenol. 
signal 
minute 


The actions of this filtrate and 1: 50.000 of phenol seems to 
give no differences BIOLOGICALLY. 
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II. Intra-vascular injection in the preparations of 
gastrocnemic nerves and blood vessels of rabbit. 


While perfusing Locke’s solution in the cases of 12 rabits by 
the method of the experiment described above, I made an intra- 
vascular injection of 0.5-1.2 ce. of ultrafiltrate prepared in the 
manner that has been just deseribed. In all eases I recognized the 
increase in the height of muscular contraction with nearly the same 
effect as in cases of the injection of 0.5 cc. of the phenol of 10,000- 
600,000 times solution used as control. It is shown in Figures 3 
and 4. 

In this case I used the phenol as this control, but instead of 


A sves ote ‘ 
Tracings showing action of ultrafiltrat by the intravascular injection. 
(reduced seale 1: 2.) 


signal 
minute 


drops 


Fig. 4. 
The same. 
OTe of 1S S0RIIO: a 
kd signal 
minute 


drops 
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this we can use a half of the quantity of the diphenol (catecol) 
and the result is the same. (see Fig. 5,A and B). Intramuscular 
or -vascular injection of 0.5 cc. of this filtrate has the same effect 
as in ease of that of 0.5 ce. of the phenol of 60,000 times solution. 
From this I conclude that what is called the free phenol by Theis- 
Benedict’s method is mainly at least the phenol which normally 
increases the height of muscular contraction and is effective in 
preventing the short coming of work due to muscular fatigue, but 
it is necessary to have further experiments to assure this hypothesis.. 


inhyes, ty, N. 
Tracing, showing the action of 1: 100.000. catecol by intervascular 
injection. (reduced seale 1: 2.) 


i eT | 
minute 


ee drops 
| 
> 


; . 
Rigs 5. B. 
Tracing, showing the action of catecol by perfusion experiment. 
(here catecol is diluted with Locke’s solution 1: 100.000 
concentration, reduced scale 1: 2.) 


signal 


minute 


drops 
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SUMMARY AND CONCLUSION. 


The results of all these experiments may be summarized as 
follows: 

1. In 100 ce. of the arterial blood, the quantity of the free 
phenol estimated by Theis-Benedict method is, 1.13 mg on the 
average in a toad and 1.69 mg on the average in a rabbit; in 100 ce. 
of venous blood, the quantity is 0.9mg in a toad and 1.4 mg in a 
rabbit. The individual difference between the free phenol contents 
is relatively small. (1.29, at its maximum, 0.89 at its minimum, and 
1.13 mg on the average in a toad, and 1.84 at its maximum, 1.60 at 
its minimum, 1.60 mg on the average ina rabbit). On the contrary, 
the individual difference between the contents of the conjugated 
phenols are larger. (0.3 mg at its maximum, 0.04 mg at its minimum 
and 0.12 mg on the average in a toad; 0.4 at its maximum, 0.2 at 
its minimum, and 0.27 mg on the average in a rabbit—all estimated 
as phenols. ) 

There is some reason for thinking that an organism always 
changes phenols into conjugated phenols for self-protection, as 
many scholars have reported. The reason for the existence of the 
free phenol in the arterial blood and the uniformity of its content 
is not to be sought in imperfect detoxication processes. The ex- 
istence of the free phenol in the arterial blood has a physiological 
significance, and we have to think that this detoxication makes 
definite the content of the free phenol in the arterial blood. 

2. The increase in the height of muscular contraction is of 
the same grade as in the case of the injection of 0.5 ee. of catecol 
of 100,000 times, if we inject 0.5 cc. (the free phenol in ultrafiltrate 
is 2.0 at its maximum, 1.4 at its minimum, and 1.7 mg on the average 
per 100 cc.) of ultrafiltrate of the serum from the arterial blood 
directly into the intra-muscles of the gastrocnemius soleus or the 
arterial vessel, during the registration of the maximum muscular 
twitch of the gartroc.-soleus stimulated by a rhythmic break induc- 
tion shock on the sciatic nerve of a rabbit. Perhaps this may be 
caused by a certain phenol in a free form in the arterial blood, but 
it is necessary to repeat further experiments before assuring this 
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hypothesis. This may be the action of the diphenol or aromatic 
oxyacid but the phenol or paracresol do not exist within the limit 
of demonstrable quantities. 

Formerly, I reported in a paper that the free phenols deter- 
mined by Theis-Benedict’s method are as phenol and paracresol, 
but now I take the liberty of correcting my former remarks. 

In finishing my paper, I express my sincere thanks to professor 
Ishihara, who has guided me throughout my work and to Pro- 
fessors Itagaki, Kodama, and Masamune who have given me 
valuable assistance and suggestions. 

‘ 
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BEITRAG ZUR HARNSTOFFBILDUNG IM 
TIERKORPER. 


Von 


GOICHT IKEDA. 


(Aus der Medizinischen Universitiétsklinik von Prof. Dr. N. Kageura, 
Nagasaki, Japan.) 


(Eingegangen am 14, Oktober 1937) 


I. Uber die Bedeutung des Citrullins in der 
Harnstoffbildung.* 


EINLEITUNG. 


Dass fiir die Saugetiere die Leber das wichtigste Organ der 
Harnstoffbildung ist, ist eine von vielen Forschern bestitigte, jetzt 
schon allegemein angenommene Tatsache (Schroder (1882), M. 
Hahn, O. Massen, M. Nencki, J. Pawlow (1893) und Zaleski 
(1897) usw.). Vor allem hat Schroder (1882) mittels Durch- 
blutung der Hundeleber die Beobachtung gemacht, dass Ammoniak- 
zusatz ins durchstrémende Blut die Menge des gebildeten Harn- 
stoffs in auffallendem Masse erhoht, und nachdem haben M. Hahn 
(1893), O. Massen, M. Neneki, J. Pawlow (1897) usw. ersehen, 
dass der Hund mit Eckscher Fistel weniger Harnstoff im Harn 
ausscheidet als der normale Hund. Spater haben W. Loffler 
(1916), B. C. P. Jansen (1915) usw. darauf. hingewiesen, dass in 
der Leber aus einer Reihe von Aminoséuren Harnstotf gebildet 
werden kann. Im Jahre 1930 wurde die chemische Struktur des. 
Citrullins, die der des Arginins und Ornithins nahe steht, von 
W ada festgestellt, und seitdem lenkt die Tatsache, dass auch aus 
Citrullin Harnstoff gebildet werden kann, unser Interesse stark 
auf sich. Kiirzlich hat Muraoka (1935) mit Arginin und Kitsu- 
kawa (1936) mit Ornithin und Citrullin den Hundemagen dureh- 
blutet und beobachtet, dass auch in der Magenwand Harnstoff aus 


Vortrag, gehalten am 26. Okt. 1937 auf der 3. Tagung der Japanischen 
Gesellschaft fiir Biochemie in Nagasaki. 
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diesen Stoffen gebildet wird. Friiher schon hatten Krebs und 
Henseleit (1932) eine sehr interessante Arbeit ausgefiihrt. Sie 
hielten iiberlebendes Lebergewebe von Ratten (diinne Schnitte nach 
O. Warburg) in einer sauerstoffhaltigen physiologischen Salz- 
lésung und beobachteten, dass hinzugefiigtes Ammoniak von der 
Leber mit grosser Geschwindigkeit zu Harnstoff synthetisiert 
wurde. Weiter fortschreitend machten sie die wichtige Beo- 
bachtung, dass die Harnstoffbildung aus Ammoniak in Gegenwart 
von geringem Ornithin oder Citrullin gewaltig gesteigert wird, und 
dass ohne gleichzeitig Ammoniak hinzuzugeben, doch keine oder 
nur eine sehr geringe Harnstoffbildung vor sich geht, wenn man 
auch vorher Citrullin zum Lebergewebe hinzufitigt. Sie versuchten 
diese interessanten Tatsachen dadurech zu erklairen, dass sie im 
chemischen Mechanismus der Harnstoffbildung im Tierkorper 3 
Stufen voraussetzten. Die erste Stufe der Harnstoffsynthese ware 
der Zusammentritt von Ornithin, Ammoniak und Kohlensaure zu 
Citrullin (Reaktion I). Die zweite ware der Zusammentritt von 
Citrullin und Ammoniak zu Arginin (Reaktion II). Die dritte 
ware die Spaltung des Arginins in Ornithin und Harnstoff (Reak- 
tion III). Das in der dritten Stufe gebildete Ornithin wird sofort 
wiederum zur ersten Stufe gebracht. Mit den 3 Stufen also wiirde 
ein Kreis geformt. 

Ornithin + Ammoniak + Kohlensaure=Citrullin+ Wasser (R. I) 

Citrullin+ Ammoniak=Arginin+ Wasser (R. IT) 

Arginin-++ Wasser=Ornithin+ Harnstoff (R. III) 

Diese Erklirung von Krebs und Henseleit ist wirklich 
sinnreich, jedoch sind die in ihrem Versuche gebrauchte Citrullin- 
mengen und die Versuchszahl selber leider zu klein, um uns Geniige 
zu tun. In der vorliegenden Arbeit unternahm Verfasser daher 
die Ergebnisse von Krebs und Henseleit zu bestatigen, mittels 
Durchblutungsverfahrens und mit hinreichendem Citrullinge- 
brauch, und fiihrte weiter bie Untersuchung, auch iiber den BHin- 


3) 


fluss der Diatarten auf die Harnstoffbildung fort. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Als Versuchstiere wurden nur ausgewachsene gesunde Hunde 
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von ca.10kg. gebraucht. Das Citrullin wurde aus dem Pressafte 
von Wassermelonen nach Wada gewonnen. Der gebrauchte 
Durehblutungsapparat war der von Yamakawa-Mizuki. Die 
Bestimmung des Harnstoffs und des Ammoniaks erfolgte nach 
Van-Slyke und Cullen. Um das Arginin, Ornithin und 
Citrullin, welche nach der Durchblutung sich im Blute befinden 
diirften, von einander zu trennen, wurde das Blut zuerst mit 
Schenkscher Lésung enteiweisst, in das Filtrat HoS eingeleitet, 
filtriert, das Filtrat mit Natriumcarbonat neutralisiert, bis auf 500 
eem eingedampft, H,.SO, zu 5% hinzufiigt, und mit Phosphorwol- 
framsaure gefallt. Vom Niederschlag wurde nach Kossel und 
Kutscher das Arginin getrennt. Andererseits wurde das Filtrat 
mit Baryt behandelt und das weitere Verfahren, um Citrullin- und 
Ornithinfraktion-N abzuscheiden, erfolgte nach Wada. 


ERGEBNISSE. 
Kontrollversuche: 

Auch in Kontrolle I, wo die Leber nur mit Blut, ohne 
irgendeinen Stoff hinzuzufiigen, durchstrémt wurde, steigerte sich 
der Harnstoff im Blut, wenn auch in geringem Masse, wie schon 
Schroder (1882), Loffler (1916) u.a. nachgewiesen hatten. Als 
Kontrolle If wurde die Leber mit nur mit Ammoniak versetztem 
Blut durchstromt. Auch hier wurde eine ziemlich grosse Zunahme 
des Harnstoffs und Abnahme des Ammoniaks ersehen. Als 
Kontrolle III wurde die Leber mit nur mit Citrullin belastetem 
Blut durchstrémt. Hierbei war die Zunahme des Harnstoffs noch 
deutlicher. Dieses letzte Ergebnis spricht anscheinend gegen das 
von Krebs und Henseleit gewonnene Resultat ist jedoch gar 
nicht verwunderlich, weil in der Leber und auch im Blut immer 
mehr oder weniger Ammoniak enthalten ist, das sich mit dem 
Citrullin zu Arginin verbinden kann, um weiter durch die Arginase- 
wirkung in Harnstoff und Ornithin zersetzt zu werden. 
Hauptversuche: 

Die Leber wurde mit. gleichzeitigem Zusatz von NH; und 
Citrullin durchblutet. Hierbei wurde, wie erwartet, eine so auf- 
fallende Harnstoffzunahme nachgewiesen, dass sich eine Differenz 


Beitrag zur Harnstoffbildung im Tierkérper. 147 


von 10,44mg% gegen Kontrolle II fand. In dieser Hinsicht 
stimmen meine Ergebnisse mit denen von Krebs und Henseleit 
vollig uberein. Was fiir eine Rolle spielt denn das Citrullin in 
der Harnstoffbildung? Ist die oben erwaihnte Annahme von Krebs 
und Henseleit richtig? Um diese Frage zu loésen, bestimmte 
Verfasser Citrullin-, Arginin- und Ornithinfraktion-N im Blut 
nach Durchstr6mung. Wie in Tabelle II(2) gezeigt, waren in 
Kontrolle Il Citrullin-, Arginin- und Ornithinfraktion-N alle 
gering sowohl in der gesamten Menge als auch im Prozentsatz. In 
Kontrolle III, wo die Leberdurchblutung nur mit Citrullinzusatz 
ins Blut stattfand, wurde nur eine ebenso geringe Menge Arginin- 
fraktion-N wie in Kontrolle II vorgefunden, Ornithinfraktion-N 
hingegen in der hohen Menge von 29,54mg in 600cem Blut 
(4,92 mg%). Die hinzugefiigten 189,9 mg Citrullin gingen dabei 
auf 51,33 mg zurtick. Diese Resultate in Kontrolle III konnte man 
derart erklaren, dass der aus Ornithin Citrullin bildende Prozess 
(die erste Stufe nach Krebs und Henseleit) durch die NHs3- 
Armut in seinem Verlauf erschwert wird, wahrend der das Arginin 
in Ornithin und Harnstoff zersetzende Prozess (die dritte Stufe 
nach Krebs und Henseleit) schnell vor sich geht. 

Im Hauptversuche, wo die Leber mit gleichzeitigem Zusatz von 
Citrullin und Ammoinak zum Blut durchstrémt wurde, befand 
sich Citrullin noch in grossem Masse, andererseits von Arginin- 
und Ornithinfraktion-N wurde nur eine ebenso kleine Menge wie 
im Kontrollversuche (Tabelle I1(2)) vorgefunden. Es kann also 
vermutet werden, dass hierbei die drei Stufen nach Krebs und 
Henseleit vollig und schnell ablaufen. Mit anderen Worten, 
Citrullin verbindet sich schnell mit Ammoniak zu Arginin, und 
weiter, das so gebildete Arginin zersetzt sich zu Ornithin und 
Harnstoff, um aus dem Ornithin sofort wieder Citrullin zu bilden. 


Il. Uber den Einfluss der Eiweissfettdiit und des 
Hungers auf die Harnstoffbildung. 


HKINLEITUNG. 


Im Schrifttum iiber die Harnstoffbildung in der Leber bei 
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verschiedenen Zustinden findet man Folgendes: Falk-Saxl (1911) 
und Frey (1911) haben behauptet, dass nur im Endstadium von 
diffusen Lebererkrankungen wie Lebercirrhose, Leberatrophie und 
Silbervergiftungsleber, die Harnstoffbildung herabgesetzt wird, 
niemals aber im Anfangstadium der Erkrankungen oder bei 
leichten Vergiftungen. Pearce-Jackson (1907), Underhill- 
Kleiner (1908) und Fiske-Karsner (1913) haben in ihren 
Arbeiten, in denen sie je durch hamolytisches Serum, Hydradzin 
und Phosphor Leberschadigung hervorgerufen haben, behauptet, 
dass die Harnstoffbildung dabei niemals gestért worden war. Nach 
Cohen und Levin (1927) ist die Steigerung des Harnstoffgehaltes 
im Blut verschiedener Leberkranken, denen vorher eine bestimmte 
Menge Fleische zugefiihrt worden ist, niedriger als die der 
Gesunden unter den gleichen Bedingungen. 

Wohl ist anzunehmbar, dass bei Hiweissfettdiat und Hunger 
der Stoffwechsel im Organismus irgendeine Anderung erleidet, und 
bekanntlich schon vor langer Zeit haben Lehmann (1874) und 
Claude Bernard (1877) darauf hingewiesen, dass die kohlen- 
hydrat-assimilierende Fahigkeit des Organismus durch Hunger 
herabgesetzt wird. Hofmeister (1894) hat experimentell diese 
Erscheinung am Hunde erforscht. Hoppe-Seyler (1900) hat 
berichtet, dass man bei Vaganten haufig Glykosurie ersehen kann, 
die nach ihm wabhrscheinlich eine Assimilationsstérung anzeigt. 
Bang (1913) zog aus seinen Versuchen am Kaninchen den Schluss, 
dass Hunger eine Stérung im Kohlenhydratstoffwechsel verursacht 
und dabei der Gehalt der Leber an Glykogen bedeutend vermindert 
wird. Kageura (1922) und Staub (1922), unabhangig vonein- 
ander, haben gefunden, dass Hiweissfettnahrung die Assimilations- 
fahigkeit des Organismus fiir Kohlenhydrat deutlich herabsetzt. 
Darauf hat Kageura (1924) mit Hilfe des Durchstrémungsver- 
fahrens an der tiberlebenden Leber des Hundes festgestellt, dass 
im genannten Ernahrungszustande die Fahigkeit der Leber, 
Glykogen anzusetzen, auffallend vermindert ist. Kageura hat 
ferner festgestellt, dass die geschadigte Assimilationsfihigkeit fiir 
Kohlenhydrat bei Hiweissfettnahrung durch Kohlenhydratzusatz 
zur Kost leicht wieder gebessert wird. Ikeziri (1933) hat am 
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Hungerhunde Versuche ausgefiihrt und festgestellt, dass auch bei 
Hunger ganz das Gleiche wie bei Hiweissfettnahrung gesagt werden 
kann. Nun unterliegt es daher keinem Zweifel mehr, dass die 
Erndhrung mit Hiweissfett auf den Kohlenhydratstoffwechsel 
einen schadigenden Einfluss ausiibt. Kiirzlich hat Sendju(1937) 
als Zusammenfassung seiner letzten Arbeit iiber die Oxydation des 
w-Oxymethylfurfurols im Organismus gesagt, dass der Hund in 
der Leber und zum Teil im Magen die Fahigkeit besitzt, Oxymethyl- 
furfurol zu Oxymethylbrenzschleimsaéure zu oxydieren, und die 
Oxydationsfahigkeit des Oxymethylfurfurols im Hundeorganismus 
sowohl bei einseitiger Eiweissfettdiat als auch beim Hungern mehr 
oder weniger deutlich herabgesetzt wird. 

Die Literatur tiber die Harnstoffbildung in der Leber bei 
verschiedenen Zustinden wurde schon eingangs kurz erwahnt. In- 
wieweit wird denn die Harnstoffsynthese im Organismus durch 
verschiedene Arten Diadt beeinflusst? Die auf diese Frage beziig- 
lichen Angaben im Schrifttum sind sehr sparlich und etwas 
auseinandergehend. Nach Tsutsui (1936) ist der urikolytische 
Vorgang in der Hundeleber am starksten bei EHiweissfettdiat, 
mittelstark bei normaler gemischter Kost und am schwichsten bei 
Hunger. Muraoka (1935) hat mittels Durchstromungsverfahrens 
an der Magenwand mit Argininzusatz zum Blut festgestellt, dass 
die Arginasewirkung in der Magenwand, die das Arginin in Harn- 
stoff und Ornithin zersetzt, durch Hunger keineswegs auffallig 
beeinflusst wird. Friiher hatten Krebs und Henseleit (1932) 
in ihren Versuchen an der Rattenleber, die bereits zum Teil in 
Teil I. zitiert wurden, erwahnt, dass bei gut ernahrten Ratten 
Harnstoff in hoherem Masse gebildet wird als bei Hungerratten. 

Unter solechen Umstinden unternahm ich die vorliegenden 
Untersuchungen mit Hilfe der ganz gleichen Durchstromungs- 


methode wie im ersten Teile. 


EXPERIMENTELLER TEI. 


Die Versuchsanordnung war die gleiche wie im I. Teile. Die 
Versuchstiere, mit normaler gemischter Kost gefiitterte Hunde, 
wurden zweierlei (8 und 16 Tage) Zeitlang dem Hunger oder der 
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Hiweissfettnahrung unterzogen, und an ihrer Leber erfolgten dann 
die Durchstrémungsversuche. 


ERGEBNISSE. 
1. Ber Hunger. 

In Tabelle V. und VI, wo die Ergebnisse der Versuche an 8 
Tage lang hungernden Hunden zusammengestellt sind, findet man, 
dass der Harnstoffspiegel im Blut bloss durch Hunger ziemlich 
gesteigert wird und zwar die Steigerung mit der Hungerdauer 
nebeneinandergeht. Diese Erscheinung deckt sich gut mit der von 
Morgulis (1928) und Muraoka (1935) beobachteten. 

Die Zunahme des Blutharnstoffs nach der Durechblutung ist 
beim Hunger jedoch viel kleiner als bei normaler gemischter Kost; 
trotzdem ist sie bei 8 Tage langem Hunger noch ziemlich deutlich 
nachzuweisen, bei 16 Tage langem Hunger nur noch sehr gering, 
was beweist, dass die harnstoffbildende Fahigkeit des Organismus 
im grossen Ganzen mit der Hungerdauer parallel herabgesetzt 
wird. Das Ammoniak im Blut nach Durechstromung nahm in den 
beiden Versuchsreihen deutlich ab. 

Im Blut nach der Durchblutung befand sich in den beiden 
Versuchsreihen die Argininfraktion-N nur in geringer Menge, 
hingegen wurde die Ornithinfraktion-N reichlich nachgewiesen, bei 
8 Tage langem Hunger namlich betrug die Ornithinfraktion-N 
41,16mg in 895cem Blut (4,60mg%) und bei 16 Tage langem 
Hunger 9,80 mg in 320 cem Blut (3,06mg%). Nach diesen Daten 
kann man vermuten, dass die erste Stufe nach Krebs und 
Henseleit, wo aus Ornithin und Ammoniak Citrulin gebildet 
wird, am starksten gestért ist, infolgedessen Ornithin im Blut 
retiniert wird, und weiter dass die Arginasewirkung (III. Stufe), 
eine vermutlich wichtigere Funktion, nicht so leicht gestért wird. 


2. Ber Hwweissfettdiat. 

Wie in Tabelle VII gezeigt, ist bei 8 Tage lang mit Hiweiss- 
fettdiat genahrten Tieren die Zunahme des Harnstoffgehaltes im 
Blut nach der Durchstrémung noch ziemlich deutlich, im Vergleich 
mit der bei normal ernihrten Tieren aber ist sie sicherlich geringer. 
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Natiirlich muss hierbei eine relativ grosse Schwankung der Re- 
sultate beachtet werden. In Bezug auf die 16 Tage-Eiweissfettdiit 
ist die Versuchszahl zu spirlich (wegen Citrullinmangels wurde 
nur ein Fall ausgefiihrt), um daraus entscheidende Schliisse zu 
aziehen. In dem einzigen Versuchsfall zeigte die Zunahme des 
Harnstoffgehaltes im Blut nach der Durchblutung jedoch einen 
hoheren Wert als bei 8 Tage langer Eiweissfettdiit. 

Die Bestimmung der Citrullin-, Arginin- und Ornithinfrak- 
tion-N ergab, dass bei sowohl 8 Tage als auch 16 Tage langer 
Eiweissfettdiaét das Citrullin immer abnimmt und das Arginin in 
nur geringem Masse gefunden wird, gegeniiber dem in grossem 
Ausmasse gefundenen Ornithin. Diese Tatsache erinnert ganz an 
die beim Hunger beobachtete und kann gleicherweise durch die 
Storung der ersten Stufe nach Krebs und Henseleit erklart 
werden (Tabelle VII(2) u. VITI(2)). Zuletzt muss ich noch kurz 
hervorheben, dass zwischen den Hinfliissen der Eiweissfettdiat 
einerseits und des Hungers andererseits auf den Kohlenhydratstoff- 
wechsel bzw. auf die Harnstoffbidlung aus Citrullin eine gewisse 
Ahnlichkeit vorhanden ist. 


Ill. Zusammenfassung. 


1. Um die Bedeutung des Citrullins in der Harnstoffsynthese 
im Tierorganismus zu klaren, wurden Durchstroémungsversuche an 
der Hundeleber mit Citrullin- und Ammoniakzusatz zum Blut aus- 
gefihrt. 

2. Ferner wurde der Einfluss von Hunger und Eiweiss- 
fettdiat auf die Harnstoffsynthese untersucht, auch hier mit Hilfe 
des Durchstromunesverfahrens. 

3. Wie schon von Krebs und Henseleit behauptet, befordert 
Citrullin den aus Ammoniak Harnstoff bildenden Prozess in der 
Leber des Saugetieres. 

4. Hunger und Hiweissfettdiat, stirker die letztere, storen 
die Harnstoffsynthese, und diese Stérung beruht hauptsachlich auf 
der der ersten Stufe nach Krebs und Henseleit. 

5. Die Storung der Harnstoffsynthese entwickelt sich mit 


der Hungerdauer. 
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Zum Schluss spreche ich Herrn Prof. Dr. N. Kageura meinen 
herzlichen Dank fiir seine freundliche Leitung aus, und gleichzeitig 
Herrn Dr. Y. Sendju fiir seine fordernde Beratung. 
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UBER DEN EINFLUSS DES HUNGERS AUF DIE 
HIPPURSAURESYNTHESE.* 


VON 


TAKIWO HARA. 


(Aus der medizinischen Universititsklinik von Prof. Dr. N. Kageura, 
Nagasaki, Japan.) 


(Eingegangen am 12. November 1937) 


Die Hippursiure, von Liebig 1829 im Harn der Pferde ent- 
deckt, ist nach den Untersuchungen von W6hler ein synthetisches 
Produkt aus Benzoesiure und Glykokoll innerhalb des Saugetier- 
organismus. Dies war die erste Entdeckung von im Tierkorper 
stattfindenden synthetischen Prozessen, die bis dahin als aus- 
sehhessheh nur im Pflanzenreich vor sich gehend angesehen worden 
waren. Anderseits wurde diese Paarung fiir einen Entgiftungs- 
mechanismus des Organismus gegen eindringende fremdartige 
Benzoesiure gehalten. Hieraus ist es leicht erklarlich, dass diese 
Synthese das lebhafte Interesse der Physiologen auf sich zog und 
eine lange Reihe von Arbeiten die naheren Bedingungen dieser 
Kuppelung zu erforschen suchte. 

Was nun den Bildungsort der Hippursdure anlangt, so gingen 
die Ansichten der einzelnen Autoren weit auseinander. Indessen 
seit den bekannten und ausgezeichneten Untersuchungen von 
Bunge und Schmiedeberg (1876), die die Hippursauresynthese 
beim Hund ausschliesslich in der Niere nachweisen konnten, wurde 
stillschweigend angenommen, dass auch bei anderen Tierarten und 
beim Menschen die Verhaltnisse ahnlich hegen und die anderen 
Organe daran nicht beteilgt sind. So haben viele Untersucher wie 
Kingsbury und Swanson (1921), Snapper und Griinbaum 
(1924), Bryan (1925), Iwashiro (1929) usw. die Hippursaure- 
ausscheidung nach Zufuhr von Benzoesiure eine Zeit lang sogar 


* Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit wurde bereits auf der 4. Tagung 
der Japanischen Gesellschaft fiir Ernihrungswissenschaft in Tokyo an 1. April 
1937 Offentlich vorgetragen. 
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als Kriterium der Nierenfunktion benutzt. Dabei ergaben sich 
allerdings die schon damals wenig verstaindlichen Beobachtungen, 
dass Nierenkranke eine fast normale Hippursaureausscheidung, 
dagegen Leberkranke eine verminderte zeigen kénnen. Diese Beo- 
bachtungen riickten in den letzten Jahren unserem Verstaindnis 
niher, seitdem verschiedene Forscher nachweisen konnten, dass fur 
den Hund, der Karnivore ist, zwar die klassischen Beobachtungen 
von Bunge und Schmiedeberg zu Recht bestehen, aber fir 
andere Tierspezies und wohl auch fiir den Menschen nicht zutreffen. 
Es fanden naémlich schon 1911 Friedmann und Tachu neuge- 
bildete Hippursiure im Blut nach Durchblutung der Kaninchen- 
leber. mit Natriumbenzoat ohne Zusatz von Glykokoll. Neuerdings 
wurde dieses Resultat beim Kaninchen, das Herbivore ist, von 
Quick(1932), Kanzaki(1933), Sasaki(1933) und Adlersberg 
und Minibeck (1936) bald mittels Leberdurchblutung, bald 
durch Nierenexstirpation oder durch elektive Leberschadigung usw. 
experimentell bestiétigt, und vor allem behauptete Quick (19381), 
dass die Hippursiuresynthese beim Kaninchen ausschliesslich in 
der Leber erfolgt und auch fiir den Menschen, der doch Omnivore 
ist, dhnliche Verhaltnisse sehr wahrscheinlich gemacht werden 
konnen. Gedankenginge dieser Art veranlassten Quick (1933 und 
1936) eine neue souverine Leberfunktionspriifung auszuarbeiten, 
die die beherschende Rolle der Leber in der Hippursiuresynthese 
zur Grundlage hat; bald darauf wurde diese Hippursdureprobe von 
Adlersberg und Minibeck (19386) mit gewissem Erfolg nach- 
gepruft. In dieser Hinsicht interessierte die Hippursaurebildung 
im Organismus nicht allein die Biochemiker, sondern auch die 
Kliniker. 

Im Anschluss an die bereits mitgeteilten Beobachtungen wurde 
die vorliegende Untersuchung vorgenommen, um die Frage klar- 


zustellen, ob der Hunger irgendeinen Einfluss auf die Hippur- 
sauresynthese ausiiben kann. 


VERSUCHE. 


Als Versuchstier wurde das Kaninchen verwandt, schon aus 
dem Grunde, weil bei dieser Tierart, wie oben erwiihnt, die Hippur- 
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sduresynthese im nichsten Verhaltnis mit der des Menschen steht. 
Der Hippursduregehalt im Urin wurde nach Kanzaki (1932) 
direkt titrimetrisch bestimmt. 

Die Versuchsanordnung war folgende: Zuniichst erhielt das 
Tier jeden Tag vormittags 10 Uhr auf einmal als normale Kost 
150g Unohana* pro kg Korpergewicht mit Gemiise; das letztere 
wurde ohne Beriicksichtigung des Kérpergewichts immer 20¢ pro 
Kopf gegeben. Dabei betrugen die Gesamtkalorien 75-80, das 
zugefuhrte Eiweiss tiber 5¢ pro kg Kérpergewicht. Mit so ange- 
stellter Didt blieb das Kérpergewicht jedes Tieres annihrend kon- 
stant. Der 24-Stundenharn wurde quantitativ in Gefassen 
gesammelt und gemessen. Verluste kamen nicht vor. Die Analyse 
wurde taglich und zwar regelmissig am selben Tage ausgefiihrt, 
wo je eine Harnprobe erhalten wurde. 

So wurde der durchschnittliche Tageswert der ausgeschiedenen 
Hippursaure in einer Periode von normaler Ernaihrung berechnet. 
Darauf folgte eine Belastung mit Benzoeséure, indem das Natron- 
salz der Saéure im Verhiltnis von 11,8 g/dl in Wasser gelést und 
5,0 cem davon (—0,5¢ Benzoesaure) pro kg Korpergewicht durch 
Schlundsonde eingegeben wurde. 24 Stunden nach der Belastung 
katheterisierte man das Kaninchen und ftgte die dadurch 
gewonnene Harnprobe der bis dahin natiirlich entleerten zu. Die 
Katheterisierung wurde nur am Belastungstage vorsichtig aus- 
gefiihrt, um eine etwaige Infektion moglichst zu vermeiden, weil 
die Versuche in einer ununterbrochenen Reihe (insgesamt 16-23 
Tage) ausgefiihrt wurden. Danach bekam das Tier einige Tage 
Erholung, um es dann 5-7 Tage lang hungern zu lassen. Wahrend 
des Fastens wurde wieder der Mittelwert des taiglichen Hippur- 
sduregehaltes gewonnen. Nun folgte eine zweite Benzoesaurebelas- 
tung an demselben Tier in ganz gleicher Weise wie die erste bei 
normaler Diat, jedoch nur mit dem Unterschied, dass ausser 
Benzoatlésung nachtraglich 50 cem Wasser zwecks besserer Urin- 
sekretion durch die Sonde hineingegossen wurde. Schliesslich ver- 


* Unohana ist ein Nahrungsmittel aus Sojabohnen, dessen Hiweissgehalt 
3,7% betrigt, Fettgehalt 0,8%, Kohlehydratgehalt 6,47 und Kalorien pro 
100g 49. 
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folete man zur Beobachtung des Benzoesiureeinflusses die Hippur- 
siureausscheidung noch einige Tage, indem man das Kaninchen 
wieder mit normaler Kost ftitterte. 

Als Giftwirkung der Benzoesiure, wenn 0,5 g pro kg Korper- 
eewicht verabreicht wurde, kam kein nennenswertes Symptom in 
Erscheinung, abgesehen davon, dass bei einigen Tiere ihre Fresslust 
an dem auf die Benzoeséuregabe folgenden Tag etwas gestort war. 

Die Differenz zwischen der am Belastungs- und Nicht- 
belastungstage ausgeschiedenen Hippursduremenge in derselben 
Ernahrungsperiode zeigt eine Hippursiuremenge, die gerade auf 
der Benzoesiuredarreichung beruhen muss. Dann wurde diese 
vermehrt gefundene Hippursiure, multipliziert mit 0,6815, wieder 
in Benzoesiure umgerechnet, schliesslich wurde der Quotient der 
im Harn wiedergefundenen Benzoesdiure zur eingegebenen Séure 
berechnet. Es weist der hierbei gewonnene Prozentsatz darauf 
hin, eine wie grosse Menge von belasteter Benzoesaure in Form 
von Hippurséiure im Urin ausgeschieden wird. So wurden bei 
normaler Diat sowie bei Hunger diese zwei Prozentsatze an demsel- 
ben Tier miteinander vergleichend verfolgt. Die Versuche wurden 
bei 6 Tieren angestellt. Die Ergebnisse wurden in Tabellen I-VI 
aufgestellt und der Ubersichtlichkeit halber in Tabelle VII zusam- 
menfassend aufgezeigt. 


RESULTATE. 


Aus den Daten der Tabellen ist zu ersehen, dass zwar die 
taglich ausgeschiedene Hippursaure bei einer bestimmten Diiit an 
demselben Kaninchen nahezu konstant war, aber bei den einzelnen 
Tieren wurden mehr oder weniger individuelle Schwankungen in 
bezug auf die Ausscheidungen der betreffenden Siure beobachtet. 
Beim absoluten Hunger vermisste man die Siure nicht, wenn auch 
in geringer Menge, was fiir die Entstehung von endogener Benzoe- 
saure spricht, wie schon von zahlreichen Forschern gezeigt. Auch 
hier bemerkt man eine gewisse individuelle Schwankung. 

Wenn man die Resultate der Belastungsversuche iibersieht, so 
ergab sich bei normaler Kost eine quantitative Ausscheidung der 
zugeftitterten Benzoesdure in Form von Hippursiiure, indem 92,4— 
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TABELLE I. 


Kaninchen Nr. 2., weiss, 6. 


= Harn 
3 
~~ eee ‘ 
Datum ais Dist % E ¢ : So,  Anmerkungen 
ME gc] 3 e |e 8 
ap pais (om ica] in n 
Ss Unohana 370¢ 
9 
10/XII| 2530 | Coe Boe | 260 |alkal. | (—) |0,2746 
ihe oe 2490 ” 260 ” ” 0,2933 lim Durchsehnitt 
12/ » | 2480 » 276| » | » 10,2396 ieee 
13/ » 2500 ” 268 ” ” 0,2709 


' 11,8 g/dl Naty. 
14/ » 2510 2 184 | sauer » 11,9922! benzoic. Lsg. 
12 cem per os § 


15/ » 2510 ” 225 | alkal. » | 0,2135 
16/ » 2525 ” 261 ” « |0,2639 
7, ” 2495 ” 940 ” ” 0,2278 
18/ » | 2490 Hunger 0; — — — 
19/ » | 2460 ‘x 75 |sauer | (—) |0,2231) | im Durchschnitt 
20/ » | 2355 » 61 = | 7 (01159 ¢ 
21/ » 2325 ” 46 | sauer | (—) |0,2403 
11,8 g/dl Natr. 
22/ » | 2260 F Ba leer ee iiede ic) arene Lae: 


11 cem per os 
(+H:O 50 eem) § 


23/ » | 2935 Dee ated gz | » | » 10,2385 

24/ » | 2285 ” 170 |alkal.| » |0,2207 

3 Fresslust etwas 
25/ » | 2370 ” 202 | » » |0,2367| 1 crabgesetat 
26/ » | 2420 ” 207) » » | 0,2372 

27/ » | 2450 ” 181 ” » |0,2091 

98/ » | 2475 ” 187 | » » | 0,2678 


§ 24 Stunden nach der Belastung katheterisiert. 


162 Tl Hare*® 
TABELLE II. 
Kaninchen Nr. 5., weiss, 6. 
; i Harn 
Datum) 3°3 Diiit & & % B ae oq) ABmerkungen 
a 5 © 5 3 42 8:6 .5 
bo aA Sa le 
~ |f Unohana 300g] 5 £ ~ 
6/1 | 1995 { Gaonana 3008) 223 Jalkal. | (—) |0,2815 
ce im Durehsehnitt 
7/» | 203 , 251 ” 2 10,2407) pone 
/» | 2080 ‘ 2 0,2345 g 
8/» | 2015 ” Pei ” ” 0,2294 
11,8 g/dl Natr. 
9/» | 2045 ” 187 ” ” 1,5901) benzoic. Lsg. 
10 cem per os § 
10/» | 2060 ” 288 ” » | 0,2578 
11/» | 1970 ” 168 ” » |0,1564 
12/» | 2010 ” 232 ” ” 0,2202 
13/» | 1990 Hunger 0 — — — 
, 315) 98 | 8¢ r _ 5 ; 
14/» | 1955 z sauer | (—) |0,3544 ee Darekeenaene 
15/» | 1830 ” ot ” ” 0,1522 0,1677 gs 
16/» 1765 ” 36 ” ” 0,1643 
11,8 g/dl Natr. 
17/» | 1705 a 116 - » |1,3746 benzoic. Lsg. 
9 cem per os 
(+ H:0 50 cem) § 
: Unohana 300g . 
18/» | 1610 { Gemiise 20¢| 46 |neutrall » |0,1383 
19/» | 1680 »” 62 | alkal, ” 0,1365 
20/» | 1740 ” 201 ” ” 0,1672 
21/» | 1760 ” 162 ” ” 0,2117 


§ Wie in Tabelle I. 
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TABELLE III. 


Kaninchen Nr. 6., wiess, 6. 


ir a Harn 
oe 
as ie ies : wn q 
Datum BS Diat  & + Q Ho te Anmerkungen 
ME aS S £ |S 2 
© q S Bo Sua 
an Si font A ig @ 
~ | {Unohana 350 ¢ . 
) F = 
6/T | 2335 { Gantze 502| 289 falkal. | (—) |0,2584 
$3 _ 3 : 9° im Durchsehnitt 
7/» | 2300 Bei ” , 0,2214 0,2383 g 
8/» | 2325 ” 920 ” ” 0,2402 
11,8 g/dl Natr. 


9/» | 2355 ” 292 ” »  |1,8816} benzoic. Lsg. 
12 cem per os § 


10/».| 2295 ” 246 ” ” 0,2905 

11/» | 2290 ” 250 ” » 10,2373 

12/29 | 2275 ” 203 ” ” 0,1908 

13/ | 2290 Hunger 0 a == oa 

14/» | 2265 ” 126 | neutral) (—) |0,2436 a Dare hechante 

15/» | 2110 » 66 |aauer | »  |,2292\-| 91668 2 

16/» | 2010 ” 97 ” ” 0,1945 
11,8 g/dl Natr. 

_ 4 benzoic. Lsg. 

17/» | 1875 ” 124 ” ? 1,3894 9 cem per os 

(+H:20 50 cem) $ 
Unohana 350g 4 5 

18/» | 1770 | Coen oe) 184 [neutral] » | 0,2043 

19/» | 1880 ” 203 | alkal. ” 0,1799 

20/% | 1850 ” 226 ” ” 0,2084 

21/» | 1890 ” 214 ” ” 0,2108 


§ Wie in Tabelle I. 
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TABELLE IV. 
Kaninchen Nr. 7., weiss, Q. 
' Harn 
Datum | 44 a= Diat ea I Be Z z © ay Anmerkungen 
io S| 6S jes} isa) © 
Se = Unohana 320g =) 209 
6/1 | 2150 { Gomiine 208] 198 [alkal. | (—) |0,2091) > Meat 
im Durchschni 
T/» 2170 ” 208 ” ” 0,2309 0,2165 g 
8/» | 2175 ” 192 ” » 10,2097 
11,8 g/dl Natr. 
9/» | 2150 ” 244 ” » |1,7470) benzoic. Lsg. 
11 cem per os § 
10/» 2100 ” 173 ” ” 0,2400 
11/» 2125 ” 221 ” ” 0,2590 
12/» 2120 ” 144 ” ” 0,1547 
13/» | 2180 Hunger 98 |sauer| » |0,1789 
14/» | 2040 22 64 ” » 10,1833 im Durchschnitt 
15/» | 1940 » 62 | » » |0,1798| | 18448 
16/» 1850 ” 52 ” ” 0,1955 
11,8 g/dl Natr. 
: ; re i benzoic. Lsg. 
17/> 1770 , 119 1,3249 9 cem per os 
(+ H:20 50 cem) § 
% Unohana 320g A ; 
18/» | 1670 { ELE pap oc » |0,1217 
19/» | 1730 ” 156 | alkal. O27 
20/» | 1810 ” 175 ” » |0,1598 
21/» | 1840 ” 192 ” » 10,1958 


§ Wie in 


Tabelle I. 
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TABELLE V. 
Kaninchen Nr. 15., wiess, 9. 


L Harn 
2 
Datum B'S Diat Sa) = 2 5B 2 a Anmerkungen 
ME s=| § E |S. 8 
2 Se 3 a le ‘SA 
~ Unohana 380¢ = 
>) = 
6/II | 2580 |{Gnohan 30e| 242 falkal. | (—) 0.2758 
T/ > | 2655 ” 254 ” ” 0,2819) Lim Durchschnitt 
8/» | 2645 » 232 |» » —|0,2366| | 92686 8 
9/» | 2685 %” 264 ” ” 0,2600 
11,8 g/dl Natr. 
10/» | 2625 ” 357 |neutral}| » 2,0831} benzoic. Lsg. 
13 cem per os § 


11/» | 2670 » 191 | alkal. » | 0,1881 
12/» | 2720 » 290 ” » | 0,2648 

13/ » | 2725 ” 256 ” » | 0,2611 

14/» | 2700 ” 242 ” » | 0,2599 

15/» | 2770 ” 176 » » | 0,2364 

16/» | 2800 Hunger 0 — = — 

17/» | 2790 » 230 |alkal. | (—) |0,5106 

18/ » | 2515 ” 0 im Durchschnitt 
19/ » | 2490 ” 0 0,2395g # 
20/» | 2460 ” 0; — -- = 

21/ » | 2435 ” 162 |sauer |(Spur.)| 0,9261) J * 


11,8 g/dl Natr. 


ss benzoic. Lsg. 
22/ » | 2255 ” 107 |sauer | (—) |1,5169 eens 


(+ H20 50 cem) § 


gee Nl aah eT ebacsotzt 
24/» | 2200 ” a= a = 
25/» | 2365 » 228 |neutral] (—) |0,5714 
26/ » | 2450 » 273 | alkal. » | 0,2102 
27/» | 2430 » 340 | » »  |0,3318 
28/ | 2415 » 922 |» » | 0,2224 


§ Wie in Tabelle I. 
* 3 lebensunfahige Jungen geworfen. 
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TABELLE VI. 
Kaninchen Nr. 17., weiss, 9. 


i i Harn 
2S : ar ae 
Datum BS Didt bo & XZ a ; Be a Anmerkungen 
ae Se ee Ue. ena s 
on el —S Ss |g? 
: Unohana 310 ¢ 5 & 6 
8/TE | 2080 fone 20s 232 |alkal. | (—) |0,2100 
19/ » 2155 ” 243 ” ” 0,2131) Lim Durchsehnitt 
20/» | 2140 » 233 | » » |0,2148) | 92079 g 
21/ » 2115 ” 212 ” » 10,1936 


11,8 g/dl Natr. 
22/ » DADS ” 325 ” ” 1,6988) benzoic. Lsg. 
11 cem per os § 


23/ » 2040 ” 236 ” ” 0,2197 
24/ » 2140 ” 146 ” ” 0,1634 
25/ » 2190 ” 210 ” ” 0,2218 
26/ » 2150 ” 208 ” ” 0,2084 
27/» 2110 Hunger 0 ” ” _— 
28/ » 2055 ” 61 | sauer (—) |0,3210 
WTIT | 1965 - Pre a aoe im Durchschnitt 
2/» | 1955 » ae ie ree 
3/ » | 1945 ” 88 |sauer | (—) |0,2646 | 
4/ » 1900 ” 101 ” ” 0,2405 


11,8 g/dl Natr. 


5/ » 1805 ” 107 Be a 1,3522 benzoic. Lsg. 
9 cem per os 


(+ H20 50 cem) § 


6/» | 1725 Mee 310g 


25 |) Gemiise 20 . 51 |neutral| (—) |0,1324 
WY, 1940 ” 98 ” ” 0,1017 
8/ » 1985 ” 183 | alkal. ” 02260 
9/ » 1960 ” 194 ” ” 0,2258 


§ Wie in Tabelle I, 
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97,8%ige Benzoesiureaquivalente des eingefiihrten Natriumbenzoats 
als Hippursiure im Harn gefunden wurden, wie in Tabelle VII mit- 
geteilt. Diese Befunde stehen in guter Ubereinstimmung mit denen 
von Dakin (1910), Lewis (1914), Raiziss und Dubin (1915), 
Kingsbury und Swanson(1921) und Snapper(1924), die bei 
dem Menschen sowie dem Kaninchen Ahnliches beobachten konnten. 

Wie Tabelle VII zeigt, schieden hungernde Kaninchen nun 
79,1-92,6% der verabreichten Benzoeséure als Hippursaure aus, 
aber wenn man bei ein und demselben Kaninchen die Hippursaure- 
ausscheidungen nach immer gleicher Benzoesdéurebelastung sowohl 
bei normaler Ernahrung wie auch bei Hunger miteinander naher 
vereleicht, so ist bei samtlichen untersuchten 6 Fallen ohne Aus- 
nahme eine Minderausscheidung der Hippurséiure bei Hunger im 
Vergleich zur normalen Diat (als Prozentsatz um 16,3%-0,4% 
minder) mit Nachdruck hervorzuheben, und zwar ist der Grad der 
dabei beobachteten Herabsetzung bei einem Tiere ein ziemlich 
deutlicher, bei einem anderen geringer; damit muss man wiederum 
annehmen, dass die hippurséurebildende Fahigkeit des hungernden 
Kaninchens nach Gabe von Benzoat einer individuell bedingten 
Schwankung unterliegen diirfte. 

Zwar verminderte sich die Harnmenge selbst beim Hunger 
gegentiber der normalen Kost, doch scheint es unwahrscheinlich, 
wenn man die Herabsetzung der Hippurséureausscheidung nur mit 
der mit Hunger einhergehenden Abnahme der Urinmengen zu 
erklaren sucht, und zwar teils weil Kingsbury und Swanson 
(1924), Snapper und Griinbaum (1926) und Kamada (1932) 
zeigten, dass zwischen der Hippursiure- und der Wasseraus- 
scheidung im allgemeinen keine Beziehung besteht, teils weil diese 
Versuche selbst ergeben konnten, dass beim am Belastungstag 
Hippursaiure minder ausscheidenden Kaninchen kein Anstieg des 
Gehaltes an der betreffenden Saéure im Urin am der Belastung 
nachfolgenden Tage beobachtet wurde, ferner dass trotz der 
verminderten Urinmengen z.B. das Kaninchen Nr. 5 dennoch 
92,6% der zugefiihrten Benzoesiure, also fast restlos, als Hippur- 
saure ausscheiden konnte. 

Ks ist ferner bemerkenswert, dass je deutlicher ausgepriigt die 
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toxische Einwirkung der Benzoesiiure war, wie dies die Kaninchen 
Nr. 2 und Nr. 15 in Form von beeintrichtigter Fresslust zeigten, 
desto mehr sich die Hippursiureausscheidung einschrinkte. 

Hierzu kommt weiter, dass im Ablauf der Rekonvaleszenz des 
Hungers ohne Zusatz von Benzoesiiure die einzelnen Kaninchen bei 
gleichem Futter taglich eine geringere Menge Hippursiiure als im 
normalen Zustand auszuscheiden schienen, doch dieser verminderte 
Sauregehalt sich allméhlich steigerte, um sich dem Normalwerte 
zu nahern. 

Schhesslich sei von Kaninehen Nr. 15 noch erwihnt, dass es 
sich um ein gravides Tier handelte und 6 Tage nach Beginn des 
Hungers der Partus erfolgte, um 3 lebensunfahige Jungen zu 
werfen. 


BESPRECHUNG. 


Von vielseitigen Standpunkten aus beschaftigten sich eine 
Reihe von Forscher mit all den Bedingungen, die irgendeinen Hin- 
fluss auf die Hippurséuresynthese ausiiben kénnen. Aber derartige 
umfangreiche und ausgedehnte Untersuchungen stimmen noch 
nicht immer miteinander iiberein. 

Das Schrifttum lautet: Schon 1901 machte Lewin eine Beo- 
bachtung ohne Darreichung von Benzoeséure, dass eine erhohte 
Zufuhr von Traubenzucker oder eine gesteigerte Hiweisszufuhr in 
der Nahrung beim Menschen eine Vermehrung der mit dem Urin 
ausgeschiedenen Hippursiure zur Folge hat. Dieser Befund 
wurde spater einerseits von Koyasako (1931) beim Kaninchen 
bestatigt, doch anderseits beobachteten Griffith und Lewis 
(1923) keine Mehrausscheidung von Hippursaure bei gleichzeitiger 
Einfiihrung von Glukose und Benzoat beim Kaninchen. Ferner 
zeigte Widmark (1926) beim Menschen, dass bei Ausschaltung 
der Kohlehydrate aus der Nahrung die zugefiihrte Benzoesaure sich 
ungentigend zur Hippurséure vereinigt; gestiitzt auf diese Beo- 
bachtung war er der Ansicht, dass die mangelhafte Verbrennung 
von Fettsiuren und gewissen Aminosiuren unter Bildung von 
Acetonkérper und die mangelhafte Synthese von Hippursdure bei 
Kohlehydratmangel eine gemeinsame Ursache haben diirften. Bei 
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Diabetes mellitus, also bei einem Zustand, bei dem bekanntlich der 
Kohlehydratstoffwechsel gestért ist, teilte Bergwall (1930) mit, 
dass Diabetes nicht ohne Einfluss auf die Hippursiresynthese ist 
und dass das JZuriicktreten der diabetischen Stérung eine 
Forderung der Hippursadurebildung nach Benzoesduredarreichung 
mit sich bringt. Im Gegensatz hierzu steht eine Beobachtung von 
Adlersberg und Minibeck (1936), die nach Benzoatgabe eine 
gesteigerte Hippursdiuresynthese beim Diabetiker im Vergleich zur 
Norm feststellen konnten. 

Nach Raiziss und Dubin (1915) scheidet das mit Benzoe- 
sdiure gefiitterte Kaninchen bei Milch-Hierfutter mehr Hippursaure 
aus als bei Griinfutter. Ebenso deutet die Untersuchung von 
Griffith und Lewis (1923) darauf hin, dass ganz allgemein 
nach Zufuhr von Glykokoll bzw. glykokollreichen Eiweisskorpern 
bei gleichzeitiger Darreichung von Natriumbenzoat sich die Hippur- 
sdureausscheidung steigert. Auch Csonka (1924) und Quick 
(1926) erhielten ahnliche Ergebnisse beim Hund sowie beim 
Schwein. Ausserdem wurde in den letzten Jahren gezeigt, dass 
noch zahlreiche Faktoren, wie Vitamin B (Griffith 1930 und 
Kumon 1985), innere sekretorische Organe bzw. ihre Hormone 
(Griffith und Lewin 1923, Sakata 1929 und Koyasako 1931), 
Retikuloendothelialsystem (Ikeyama 1932 und Kanzaki 1933), 
Ermiidung (Oka 1935) u. a., eine Wirkung auf die Hippursaure- 
bildung zu entfalten vermogen. 

Ks gibt auch einige Arbeiten betreffs der Frage, wie sich die 
Glykokollpaarung nach Benzoesiureverabreichung beim Hunger 
verhalt. Als Nebenergebnisse in einer Reihe von Untersuchungen 
uber die Herkunft des Glykokolls im Organismus machten 
Magnus-Levy (1907) und Ringer (1911) folgende einander 
entgegengesetzte Beobachtungen; der erstere gab an, dass die 
Hippursaureausscheidung bei einem 3-5 Tage lang hungernden 
Hammel nach Benzoatzufuhr viel niedriger als bei Heufutter ist, 
wahrend der letztere bei 5 Kaninchen sowie 2 Ziegen, die 2-5 Tage 
hungerten, solche Herabsetzung der Hippursiurebildung nicht 
nachweisen konnte. Indessen fand Koch (1927) im Hungerurin 
des 6-8 Tage lang fastenden Hundes eine geringere Hippursiure- 
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menge nach Benzoatdarreichung als beim normal ernihrten. Eine 
derartige Nichtiibereinstimmung der Untersuchungsresultate 
konnte ihre Erklirung darin finden, dass im hippursiiuresynthe- 
tisierenden Vorgang Unterschiede der Spezies der untersuchten 
Tiere, verschiedene Hungerdauer, verschiedene Belastung mit 
Benzoesaure pro kg Koérpergewicht und individuell sechwankende 
Resistenz derselben Spezies gegen Hunger eine Rolle spielen 
durften. 

Die Ergebnisse der vorliegenden am Kaninchen ausgefiihrten 
Untersuchungen entsprechen denen von Magnus-Levy und Koch, 
indem hier individuell deutliche Schwankungen im Hippursiure- 
stoffwechsel von hungernden Kaninchen festgestellt wurden, wie 
Witsch (1926) und Junkersdorf und Liesenfeld (1926) mit 
Recht sagten, dass beim Hunger sich individuell sehr verschiedene 
Veranderungen im Stoffwechselgeschehen erkennen lassen. 

Wenn man sich nun den ganzen Vorgang der nach oraler 
Anwendung von Benzoeséure erfolgenden Hippurséiureausscheidung 
im Urin vor Augen halt, so sind hier drei Hauptfaktoren zu 
berticksichtigen: 1. Resorption der oral verabreichten Benzoesiure 
aus dem Darmtraktus, 2. Umwandlung der eben resorbierten 
Benzoeséure in Hippursaure in Gegenwart von Glykokoll, das von 
der Leber zur Verfiigung gestellt wird und 3. Ausscheidung dieser 
Hippursaure durch die Nieren. Jeder dieser drei Faktoren mag 
eine bestimmte Storung beim Hunger aufweisen, doch diirfte vor 
allem wohl eine Storung des Faktors 2, d.h. eine verminderte 
Hippursauresynthese beim Hunger in den Vordergrund treten, 
wahrend Teilfaktoren 1 und 3 gar nicht oder wenigstens minimal 
gestort sein diirften. Ferner nahm Quick (1931) an, dass der 
Organismus kein Depot von praformiertem Glykokoll hat, und dass 
das mit Benzoesaéure zu paarende Glykokoll vielleicht hauptsachlch 
in der Leber unter dem Hinfluss von Benzoesdure synthetisiert 
wird, und zwar war er der Meinung, wie sie in folgendem Passus 
gezeigt wird. Seine eigenen Ausdriicke lauten: “Glycine may be 
syuthesized from a carbohydrate derivate, and when a deficiency 
of available carbohydrates occurs as indicated by ketosis, the 
synthesis of glycine is diminished or entirely stopped.” 
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Anderseits ist es eine bestbekannte Tatsache, dass die Leber 
bei Hunger an ihrem Glykogengehalt rasch verarmt und dass die 
an Glykogen verarmte Leber gegen die verschiedenen Schadlich- 
keiten weniger widerstandsfahig ist. Ferner zeigte Hayashi 
(1931) tierexperimentell, dass bei solchem. Zustand die Leberfunk- 
tion eine gewisse Beeintrachtigung erfahrt. 

Von der eben eingehend erédrterten Sachlage ausgehend, liegt 
es nahe, anzunehmen, dass die Herabstetzung der ausgeschiedenen 
Hippursaure nach Benzoatzufuhr beim Hunger, wie in der vorliegen- 
den Arbeit gezeigt, Stdrungen in der Leber, insbesondere mangel- 
hafter Glykokollbildung derselben beim Hunger zuzuschreiben ist. 

Aber hierbei ist es auch bemerkenswert, dass trotzdem der 
hungernde Organismus im allgemeinen seinen Stickstoffumsatz nach 
Moelichkeit einzuschranken bestrebt sein muss, doch unter dem 
Einfluss von Benzoeséure verhadltnismassig viel Glykokoll, wie z. B. 
das Kaninchen Nr. 5 zeigt, als Hippursaure im Urin ausgeschieden 
wird. 

ZUSAMMENFASSUNG. 


Bei Kaninchen wurden folgende Resultate erhalten. 

1. Wie schon viele Autoren beobachtet haben, kann das mit 
normaler Diat ernahrte Kaninchen, wenn 0,5 ¢ Benzoesiéure je 1 ke 
Tier per os belastet, dieselbe quantitativ in Form von Hippursiiure 
im Harn innerhalb 24 Stunden ausscheiden. 

2. Das 5-7 Tage lang hungernde Tier zeigt stets die Neigung, 
nach gleicher Belastung mit Benzoesiure wie bei normaler Kost, 
zu einer Herabstzung der Hippursaduresausscheidung. Dabei sei 
allerdings erwahnt, dass diese Herabsetzung individuellen 
Schwankungen unterliegt. 

3. Ohne Verabreichung von Benzoesiure scheidet das im 
Rekonvaleszenzstadium befindendliche Kaninchen tiglich etwas 
weniger Hippursdure als im normalen Ernahrungszustand aus. 


Zum Schlusse ist es mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. 
Dr. N. Kageura fiir seine vielfachen Anregungen und Unter- 
stutzungen bei der Anfertigung dieser Arbeit meinen herzlichsten 
Dank auszusprechen. 
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EXPERIMENTELLE UNTERSUCHUNGEN UBER DAS 
AUFTRETEN DER RACHITIS. 


Uber den Gehalt des Kalziums und Phosphorus des Knochens 
der mit rachitischem Futter verschiedener Art ernihrten 
Versuchstiere, und die im Morusblatt enthaltene 
Menge des Vitamin-D. 


Von 


SHIZUO MURAO, 


(Aus dem Biochemischen Institut (Vorstand: Prof. Dr. S. Kato) und der 
Pdadiatrischen Klinik (Vorstand: Prof. Dr. 8S. Ohara) der 
Kumamoto Medizinischen Fakultat.) 


(Eingegangen am 15. November 1937) 


In meiner ersten Mitteilung (Murdo, 1936) habe ich schon 
berichtet, dass ich die experimentelle Rachitis erfolgreich bei 
weissen Ratten auftreten liess, welche mit Gallosterin als Liefer- 
quelle des Vitamin-A und dem normale Salzmischung enthaltenden, 
aber nur Vitamin-D fehlenden Futter aufgezogen worden sind; und 
in meiner zweiten Mitteilung (Murao, 1937 a) habe ich tiber das 
Ergebnis der Prophylaxispriifung berichtet, bei der ich dem 
bisherigen rachitischen Futter verschiedener Art das Morusblatt 
hinzufiigte, und dabei konnte ich zugleich das Vorhandensein des 
Vitamin-D im Morusblatt nachweisen. In meiner dritten Mitteilung 
(Murao, 1937b) wurde durch Fiitterung der rachitischen weissen 
Ratten mit den drei unverseifbaren, von Utraviolettstrahlen be- 
strahlten Stoffen des Morusblatts die unverkennbare Tatsache an 
den Tag gebracht, dass 0.3 g von einem der obigen unverseifbaren 
Stoffe eine gleiche Heilkraft hat wie 0.6 g Lebertran. 

Wahrend meine zweite und dritte Mitteilung nun gerade auf 
den genauen Betrachtungen der klinischen Symptome, des anatomi- 
schen Befundes und des Rontgenbilds der Versuchstiere beruht, 
urteilt aus analytischer, chemischer Untersuchung des Oberschen- 
kelknochens diese vorliegende Arbeit tiber das Auftreten der 
Rachitis, welche durch das rachitische Futter verschuldet ist, und 
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ausserdem bestimme ich hierbei auch die im Morusblatt enthaltene 
Menge des Vitamin-D aus klinischen Symptomen, dem anatomischen 
Befund, dem réntgenologischen Bild des Knochens und der chemi- 
schen Analyse des Knochens. 

Nebenbei bemerkt ist die Benutzung des Morusblatts in der 
Prophylaxis- und Heilungspriifung dieses Studiums auf einen Teil 
des Studiums tiber den Fettstoffwechsel des Seidenwurmkorpers 
in unsrem Institut (Vorstand: Prof. Dr. S. Kato) zuriickzufthren. 


MerHoprer DER EXPERIMENT. 


Als Versuchstiere wurden weisse, kaum entwohnte und gut 
gewachsene Ratten von etwa 35g Korpergewicht benutzt und 
ernaht wie in der ersten Mitteilung (Murao, 1936). 

Die Arten des Futters sind folgende: 


A Se Art des 
SS Futters , D-Avitamin. D-Avitamin. 
Z SS Standard Vollkommenes P-freies . 
a as 3 “Se =u Salz Salz 
Kasein 18 18 18 
Dextrin 66 66 66 
Olivenol 7 10 10 
Lebertran RB} — — 
Hefe oj 2 2 
Daikon-Saft ; ‘ ; : : , 
(grosse weisse Riibe) Ee CUE KEES CALNE: 
Salzmischung 4 4 4 
Gallosterin — * 


NB. Die Zahl bedeutet prozentual. 
Wasserversorgung steht zur Verfiigung des Tiers. 


* Tagliche Auflosung von 0.4 mg ins Olivendl zu benutzen. Uber diese 
Substanz siehe meine vorige Mitteilung (Murao, 1936). 


Die vollkommene Salzmischung nach der Saiki-Fujimaki 
(1928), d. h. eine vollkomme Zusammensetzung der anorganischem 


Salze ist folgende: 


Untersuchungen iiber das Auftreten der Rachitis. LET 


NaCl 6.5% 
NazHPO:H:0 10.0% 
K:HPO, 30.0% 
MgS0:H:2O 13.0% 
Ca-lactate 37.0% 
Fe-Citrate 3.0% 
KJ einwenig 


Die phosphorfreie Salzmischung, welche ich dadurch verfer- 
tigte, dass ich, der phosphorfreien Salzmischung nach Me Collum, 
Simmonds, Shipley & Park (1921) verglichen, die vollkom- 
mene Salzmischung nach Saiki und Fujimaki(1928) veranderte, 
hat folgende Zusammensetzung. 


NaCl 13.5% 
MgS0O:H:20 13.0% 
Ca-lactate 45.0% 
Fe-Citrate 3.0% 
KCl 25.0% 
KJ einwenig 


Die Verfertigungsmethode des Futters ist hier nicht angege- 
ben, weil sie schon in der ersten Mitteilung (Murao, 1936) genau 
berichtet wurde. 

Ausser drei Tiergruppen, welche, wie schon erwahnt, mit drei 
Arten des Futters ernahrt sind, reihen sich ferner noch durch 
Zusatz des Morusblatts in verschiedenem Verhaltnis drei Tier- 


gruppen an. 


1) (Standard) Gruppe 

2) (D-Avitaminotisch, Vollkommenes Salz) Gruppe 

3) (D-Avitaminotisch, Phosphorfreies Salz) Gruppe 

4) (D-Avitaminotisch, Vollkommenes Salz, 10% Morusblatt) 
Gruppe 

5) (D-Avitaminotisch, Phosphorfreies Salz, 10% Morusblatt) 
Gruppe 

6) (D-Avitaminotisch, Vollkommenes Salz, 1, 3, 6, 10% 
Morusblatt) Gruppe 
Versuchstiere der 6. Gruppe sind aufgezogen, um die mini- 
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male Menge Vitamin-D im Morusblatt, welche die weissen 
Ratten geniigend gut aufwachsen liasst, zu bestimmen. Wie 
schon in der Hinleitung erwahnt, beruht dieser Versuch 
auf der Tatsache, dass das D-avitaminotische, mit 10% 
Morusblatt versetzte Futter Vitamin-D enthalt, welches. 
eine junge Ratte normalerweise aufwachsen lasst (Murao, 
1937 a,b). 


Betrachtungen tiber die Schwankung des Korpergewichts, den 
klinischen Befund, den anatomischen Befund nach dem Tode und 
das Roéntgenbild des Knochens dieser Tiergruppen sind in der 
dritten Mitteilung (Murao, 1937b) genau berichtet. Jenem EHr- 
gebnis gemiss habe ich hier rachitische Tiere in leichten, mittleren 
und sechweren Rachitisfall klassifiziert, und um den Zusammenhang 
zwischen dem rachitischen Symptom und der quantitativen Menge 
von Ca und P im Knochen zu untersuchen, habe ich Calcium- und 
Phosphorgehalt im Oberschenkelknochen bestimmt. Die quantita- 
tive Bestimmung des Calciums wurde nach Modifizierung der 
MeCruddenschen Methode (1911) und die des Phosphors nach 
der Neumannschen Methode (1902) ausgefiihrt, wie schon genau 
in der ersten Mitteilung (Murao, 1936) berichtet. 

Die 5 bis 6 Morusblatter in der Knospenzeit, welche zu der 
verbesserten ,,Nezumikaeshi“-Art gehdren, und welche fiir die 
Pubertit des Seidenwurms am geeignetsten sind, trocknet man 
zuerst in der Sonne, dann im Zimmer bei 50°C, entfernt die Fasern 
und pulverisiert in der Miihle. 


ERGEBNIS. 
Das Ergebnis ist folgendermassen : 
1) [Standard| Gruppe. 


Der Prozentsatz der durehschnittlichen Quantitit des trocke- 
nen Oberschenkelknochens der normalen, 100 Tage lang mit dem 
massgebenden Futter ernahrten weissen Ratten betrigt : Ca=23.5%, 
und P=13.2%. Sein Verhiltnis betragt also 1:0.73. 
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TABELLE I. 
(Standard) Gruppe. 
Diese Tabelle ist dieselbe, wie Tabelle V auf Seite 88 meiner vorigen Mitteilung 


(Murao, 1936). Da aber der Mittelwert auf Tabelle V unrichtig war, 
habe ich denselben hier verbessert. 


oO ~ 8 % 
5 iS S zt ea = Ca-% s P-% | Ca:P 
eee oa te ee | OS A 
a i) Oo ie) 
49 g — 140 0.2424 0.0577 23,8 0.0301 12:4) 1:10.67 
5 i) = 140 0.3528 0.0797 22.6 | 0.0459 13.0 | 1:0.74 
6 9 = 140 0.3460 0.0893 25.8 0.0516 14.9 | 1:0.74 
5 ro) = 140 0.3534 0.0792 22.4 0.0470 13.3 |SE 0877, 
3 i) = 140 0.2940 0.0667 22.7 0.0403 US yi( | AleOerAs) 
4 g = 140 0.2120 0.0505 23.8 0.0263 12.4 | 1:0.67 
Mittel 140 0.3001 0.0705 23.5 0.0402 S32) L0r73 
TABELLE IT. 
(D-Avitaminotisch, Vollkommene Salz) Gruppe. 
= 5 3 ze Ze S |Ca%) & | P-%| CaP 
See te | ot = 
9 ) Ht 54 0.1928 0.0440 22.8 0.0258 13.4 | 1:0.76 
10 i) +t 66 0.1930 ‘0.0410 21,2 0.0232 12.0 | 1:0.74 
aa e +t 58 0.1410 0.0293 20.8 0.0173 12.3 | 1:0.74 
13 9 aie 50 0.1640 0.0338 20.6 0.0212 2 OR alt OS8i0 
14 ‘) ot: 100 0.2376 0.0513 21.6 0.0311 13d L078 
15 ?° tt 70 0.1558 0.0321 20.6 0.0184 tilefey||, Guat (sy 
12 om Zhe 50 0.1896 0.0360 19.0 0.0210 Se malls Ong) 
18 $ + 95 0.2288 0.0503 | 22.0} 0.0304 | 13.3 | 1:0.78 
ily g ee 80 0.1618 0.0291 | 18.0] 0.0176 | 10.9 | 1:0.88 
16 9° ae 92 |* 0.2372 0.0436 18.4 0.0261 ALO W007 
Mittel 72 0.1902 0.0391 20.5 0.0232 APE A ARATE 
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2) [D-Avitaminotisch, Vollkommenes Salz| Gruppe. 

Bei rachitischen weissen Ratten, die 50 bis 60 Tage lang mit 
dem D-avitaminotischen, aber mit der vollkommener Salzmischung 
zusammengesetzten Futter ernahrt sind, ist im allgemeinen, wie bei 
normalen weissen Ratten, die Menge des Calciums und Phosphors 
im Knochen desto grésser, je langer die Tiere am Leben sind, da 
dadurch das Anwachsen des Korpergewichts und zugleich auch des 
Gesamtgewichts des trockenen Knochens herbeigeftihrt wird. 

Der durchschnittliche Gesamtwert des Caleciums und Phosphors 
ist bei dieser Gruppe aber von dem der normalen weissen Ratten 
zu unterscheiden; nimlich der Prozentsatz der Bestandteile des 
trocknen Knochens bei dieser Gruppe (Ca=20.5%, P=12.2%, 
Ca: P=1:0.77) ist kleiner als bei der normalen Gruppe. 


3) [D-avitaminotisch, Phosphorfreies Salz| Gruppe. 

Die Lebensdauer der rachitischen weissen Ratten, die mit dem 
D-avitaminotischen, aber mit dem phosphorfreie Salzmischung 
zusammengesetzten Futter ernahrt sind, ist im allgemeinen kiirzer 


TABELLE III. 
(D-Avitaminotisch, Phosphortreier Salz) Gruppe. 


=| = = oo = SO o D 

: 5 E Ee : ac a Ca-% = 12H, || (Cris 12 
A | oS o Ss Bi 

30 ) +t 52 0.1602 0.0333 20.8 | 0.0208 | 13.0 |} 1:0.81 
32 ) Ht 52 0.1026 0.0205 20.0 0.0130 12.7.| 1:0.82 
26 9 site 50 0.1150 0.0248 21.6 0.0141 12.3 | 1:0:74 
29 ) + 50 0.1687 0.0366 21.7 0.0231 eye |} skeOssl 
25 i) aP 50 0.1376 0.0294 21.4 | 0.0180 ‘BIE || CWO) 
27 g +t 48 0.1174 0.0242 20.6 | 9.0147 12.5 | 1:0.76 
28 6) a 60 0.1726 0.0369 21.4 | 0.9233 13.5) 1:08] 
31 ) ++ 50 0.1818 0.0371 20.4 | 0.0231 13.7 | 1:0.84 
23 6) ar 56 0.1770 0.0361 20.4 | 0.0241 14.0 | 1:0.89 
24 g + 32 0.1610 0.0303 18.8 0.0172 10.7 | 1:0.73 

Mittel 50 0.1494 0.0309 20.7 0.0191 12.9) 1:0.8 
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als die der (vollkommenes Salz)-Gruppe. Sie betrigt im Durch- 
schnitt 50 Tage. Die Menge des trockenen Knochens betragt durech- 
schnittlich 0.1494 g. Die Calecium- und Phosphormenge vermindert 
sich je etwa um 20%, aber der Prozentsatz der Bestandteile des 
trockneten Knochens (Ca=20.7%, P=12.9%, Ca:P=1:0.8) ist 
kleiner als bei den Normalratten und vielmehr der [ Vollkommenes 
Salz|-Gruppe angenahrt. 


4) [D-avitaminotisch, Vollkommenes Salz, 10% Morusblatt | 
Gruppe. 

Der durchschnittliche Wert der Calcium- und Phosphormenge 
bei den sechs Fallen dieser Gruppe ist kaum von dem der Normal- 
ratten-gruppe zu unterscheiden. Die Menge des trockenen 
Knochens betragt 0.308 g, der Ca- und P-Gehalt ist: Ca=22.0% 
und P=13.9% (Ca:P=1:0.75). Dabei ist die reichliche Ablage- 
rung des Calciums und Phosphors in den Knochen zu bemerken. 


TABELLE IV. 
(D-Avitaminotisch, Vollkkommene Salz, 10% Morusblatt) Gruppe. 


ae) ote [del Bas ) 5 

= ~ no = ors =| fa 

Se Peer eee Ss lta) 8 |P-% | Gare 

a Z a |e] Bog a re 

5 © ee) |) Teyi= © opr s a 

= o io) o 

4 9 — | 140 | 0.3242 | 0.0694 | 21.4] 0.0415 | 12.8] 1:0.77 

5 8 — | 140 | 0.2728 | 0.0589 | 21.6] 0.0338 | 124] 1:0.74 

6 3 — | 140 | 0.2656 | 0.0600 | 22.6| 0.0351 | 13.2] 1:0.75 

7 9 — | 140 | 0.2948 | 0.0666 | 22.6] 0.0377 | 12.8 | 1:0.78 

4 3 — | 140 | 0.3721 | 0.0886 | 23.8] 0.0527 | 13.9 | 1:0.75 

8 9 — | 140 | 0.3156 | 0.0726 | 23.0 | 0.0420 | 13.3] 1:0.75 
Mittel 140 | 0.3075 | 0.0694 | 22.0} 0.0405 | 13.9] 1:0.75 


5) [D-avitaminotisch, phosphorfreies Salz, 10% Morusblatt|- 
Gruppe. 

Der Durchschnittswert der Calcium- und Phosphormenge bei 

den sechs Fallen dieser Gruppe verhalt sich wie bei [ Vollkommenes 

Salz, 10% Morusblatt]-Gruppe. Die geniigende Ablagerung des 
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Calciums und Phosphors in den Knochen ist also auch zu bemerken. 
Die Menge des trockenen Knochens betrigt 0.2969, der Ca- und 
P-Gehalt ist: Ca=22.2% und P=13.1%, (Ca:P=1:0.75). Aber 
einzeln fiir sich betrachtet, verlieren 202 und 229, welche ront- 
genologisch eine rachitische Neigung zeigen, das Gleichgewicht der 
Calecium- und Phosphormenge. Diese Tatsache zeigt uns wohl 
wahrscheinlich, dass der durch Benutzung der phosphorfreien 
Salzmischung herbeigefiihrte Verlust des Phosphors nur mit den 
anorganischen Salzen im Morusblatt nicht erganzt worden ist. 


TABELLE V. 
(D-Avitaminotisch, Phosphorfreier Salz, 10% Morusblatt) Gruppe. 


g = ag da as 29 bp op 

q © a2) | ren a =| 

Bort celia game re Ss |Ca%| § | P-%| Ca:P 

ee er ate i ‘ 

& ro a = o é) AY 

HH eee eee. ae Pane 

24 | 8 | — | 140 | 0.3160 | 0.0746 | 23.6] 0.0439 | 13.9 | 1:0.76 

21 | 8 | — | 140 | 0.3266 | 0.0719 | 22.0] 0.0421 | 12.9] 1:0.76 

22 | 9 | — | 140 | 0.3074 | oro795 | 22.6] 0.0366 | 11.9] 1:0.68 

23 | 8 | — | 140 | 0.3506 | 0.0764 | 21.8] 0.0421 | 12.0] 1:0.71 

20 | 9 | — | 140 | 0.2354 |~o.05382 | 22.6] 0.0285 | 12.1 | 1:0.69 

19 | ¢ | — | 140 | 0.2456 | 0.0550 | 22.4] 0.0388 | 15.8 | 1:0.91 
Mittel 140 | 0.2969 | 0.0684 | 22.2] 0.0387 | 13.1 | 1:0.75 


6) [D-avitaminotisch, Vollkommenes Salz, 1, 3,6, 10% Morus- 

blatt] Gruppe. 

Aus den weissen Ratten, die mit dem oben angegebenen Futter 
ernahrt sind, werden je zwei (ein Mannchen und ein Weibchen) 
am 90, 60 und 75.Tage durch Nackenschlag getétet. Nach der 
quantitativen Bestimmung zweier Bestandteile des Knochens zeigt 
die durchschnittliche Menge des trockenen Knochens am 50.Tage 
fast keinen Unterschied zwischen der Gruppe, die mit der Zuset- 
zung von 1, 3, 6 und 10% des Morusblatts ernahrt sind, nur dass 
die Menge des Knochens bei der Gruppe von 1% und 10%iger 
Zusetzung ziemlich gering ist und dass der Prozentsatz des Phos- 
phors bei der Gruppe von 1%iger Zusetzung von allen etwas kleiner 
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ist. Das Verhiltnis von Calcium zu Phosphor zeigt zwar keinen 
Unterschied unter den vier Gruppen, aber bis zum 50.Tage der 
Ziichtung neigt das Aufwachsen des Knochens bei der Gruppe von 
1% und 3%iger Zusetzung dazu ein wenig unterlegen zu sein und 
doch ist das rachitische Symptom gar nicht zu bemerken. Die 
durehschnittliche Menge des trockenen Knochens am 60.Tage ist 
bei der langsamer aufwachsenden Gruppe von 3% und 6%iger 
Zusetzung etwas geringer als bei den zwei anderen Gruppen. Aber 
in Bezug auf den Prozentsatz der Bestandteile und das Verhiltnis 
zueinander verhalten sich die vier Gruppen fast gleich wie die 
Normalratten. 

Aus obigem ergibt sich, dass der quantitative Wert der beiden 
Knochenbestandteile am 60.Tage bei vier Gruppen ganz normal 
ist, dass die Menge des trockenen Knochens beider Geschlechter, im 
Durchschnitt, sowohl bei zwei Gruppen, bei denen die Menge des 
trockenen Knochens wegen des langsamen Aufwachsens gering ist, 
als auch bei der Gruppe von 3% und 10%iger Zusetzung dennoch 
gering ist, und dass der Prozentsatz der Bestandteile und deren 
Verhaltnis zueinander unter vier Gruppen fast gleich ist. Und 
auch bei zwei anderen, langsamer aufwachsenden Gruppen konnen 
die Knochenbestandteile kein rachitisches Symptom in Zahlen 
zeigen. Und ferner stimmt der quantitative Wert beider Knochen- 
bestandteile bei den am 75.Tage getoteten Ratten mit dem der 
Normalratten tiberein. 

Ubrigens zeigen alle Gruppen eine giinstige Vermehrung des 
Korpergewichts; ihr normales Wachstum kann man aus glatt- 
elanzendem Haarwuchs, behendem Benehmen und Gehorsam 
ersehen. Auch die Beobachtung des rontgenologischen Bildes in 
jeder Periode ihres Werdeganges erweist ein giinstiges Wachstum 
des Knochensystems und kein rachitisches Symptom. Dadurch 
stellt sich heraus, dass 1% Morusblatt, welches dem D-avitaminoti- 
schen Futter zugesetzt ist, eine hinreichende Menge Vitamin-D 
enthalt, um junge weisse Ratten normalerweise aufwachsen zu 
lassen. 

Die unverkennbare Tatsache ist, kurzgesagt, dass die Zusetzung 
des 1% Morusblatts ins rachitische Futter bei jungen weissen 
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Ratten als die minimale Menge der Lieferquelle des Vitamins-D 
nachgewiesen ist, da am 45, 60 und 75.Tage nach Ziichtung das 
avitaminotische Futter mit Hinzusetzung vom 1, 3, 6 und 10% 
Morusblatt den durechschnittlichen Prozentsatz der Knochen- 
bestandteile (Ca=22.2%, P=12.7%, Ca:P=1:0.74) herbeifuhrt, 
kein rachitisches Symptom hervorbringt, und ein normales 
Wachstum des Ratten erreichen lasst, und da der quantitative 
Unterschied zwischen 1%igem und der 10%igem Zusatz des Morus- 
blatts dasselbe Wachstum der Knochenbestandteile zur Folge hat. 


Korpergewieht(g) 
200- 


t  getotet } 20 Tage | 
+ ee a 
J f 
OH 
oo} Sf = 
a A 
’ fy | 
ee eel 


1% Morusblatt 38% Morusblatt 6% Morusblatt 10% Morusblatt 


1 


ZUSAMMENFASSUNG. 


Ich habe die Rachitis der weissen Ratten auftreten lassen, 
indem ich das Futter benutzte, welches Gallosterin (von Prof. 
Schimizu verfertigt) als Lieferquelle des Vitamin-A, die im 
normalen Verhaltnis der Calcium- und Phosphormenge stehende, 
sogenannte vollkommene Salzmischung als anorganische Salze und 
andere Ernahrungsstoffe vollstandig enthalt, aber nur Vitamin-D 
durchaus nicht enthalt (Murao, 1936), auch habe ich die Rachitis 
auftreten lassen, die von der bisher oft benutzten phosphorfreien 
Salzmischung verursacht ist, und aus dem klinischen Symptom, 
rontgenologischen Bild und anatomischen Befund dariiber eine 
genaue vergleichende Beobachtung ausgefiihrt (Murao, 1937 a, b). 
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TABELLE VI. 


Gi) (D-Avitaminotisch, Vollkkommene Salz, 1, 3% Morusblatt) Gruppe. 


3% q a Sere we o a So SA 
5 v 35 2 z! L's 5 = 
mo | 8 |2/8/88)s828F| § joam| & | P-%| Ca:P 
eal te? o Oo - o Sia = 
Se | & | 2) 8.84 pee ie 4 
oO a 
= s © a) o 
5B| 6 |—| 50 | 0-1220| 0.0232] 19.0] 0.0129 | 10.6 | 1:0.72 
9 |—| 50 | 0.1532] 0.0316 | 20.6 | 0.0188 | 12.3} 1:0.77 
Mittel 0.1375 | 0.0274 | 19.8] 0.0159 | 11.5 | 1:0.75 
5C| 8 |—1| 60 | 0.1842] 0.0416 | 22.6 | 0.0232] 12.6] 1: 
6a | 2|—| 60 | 0.2136 | 0.0481 | 22.5 | 0.0280 | 13.1 | 1:0.75 
1% 
Mittel 0.1989 | 0.0449 | 22.6 | 0.0256 | 12.9 | 1:0.74 
7A] 2 |—| 75 | 0.2354] 0.0525 | 22.3 | 0.0304 | 12.9 | 1:0.75 
8A]. | — | 75 | 08024 | 0.0700 | 23.0:) 0.0387 | 12.8 | 130.72 
Mittel 0.2689 | 0.0613 | 22.7 | 0.0346 | 12.9] 1:0.74 
Mittel 62 | 0,2018 } 0.0445 | 21.7 | 0.0253 | 12.4 | 1:0.74 
94| 8 |—| 50 | 0.1510 | 0.0341 | 22.6 | 0.0900 | 12.6 | 1:0.72 
114A] 2] -— | 50 | 0.1305} 0.0257 | 19.7] 0.0154 | 11.8 | 1:0.77 
Mittel 0.1408 | 0.0299 | 21.2 | 0.0527 | 12.2 | 1:0.75 
90] ?]—-— | 60 | 0.1188 | 0.0259 | 21.8} 0.0152 | 12.8 | 1:0.76 
11B| ¢|— | 60 | 0.1356 | 0.0306 | 22.6] 0.0175 | 12.9 | 1:0.74 
3% 
Mittel 0.1276 | 0,0283 | 22.2 | 0.0164 | 12.9 | 1:0.65 
100] ?|—-—| 75 | 0.2328 | 0.0524 | 292.5 | 0.0305 | 12.1 | 1:0.69 
2B] 36 |— | 75 | 0.2330 | 0.0541 | 23.2 | 0.0289 | 12.4] 1:0.69 
Mittel 0.2329 | 0.0533 | 22.9 | 0.0297 | 12.8 | 1:0.69 
Mittel 62 | 0.1690 | 0.0372 | 22.1] 0.0329 | 12.6 | 1:0.73 
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Gi) (D-Avitaminotisch, Vollkommener Salz, 6,10% Morusblatt) Gruppe. 
» & - 

ds Be 1S lee} Sa | Oe 2 
oD | Pes Ue OES re 5 =] 

aS s = s|s2|se8 ss |Ca%) OS P-% | Ca:P 
oR x S S 5 Ro ; ; 
= Ea CC 2 ea ge Ne z 

144B/] 6 ]-—- 50 0.1648 | 0.0376 | 22.8 | 0.0213 | 12.9 0.73 

15A} 2] — 50 0.220 OSD |) Re | KOSS | sere |) alae} 

Mittel 0.1434 | 0.0327 | 22.8] 0.0184 | 12.8 | 1:0.73 

16A | 6 = 60 0.1840 | 0.0405 | 22.0 | 0.0230 | 12.5 0.73 

1A ee 60 0.1650 | 0.0370 | 22.4 | 0.0211 | 12.8 0.72 

6% 

Mittel 0.1745 | 0.0388 | 22,2) 002215) 12.7°). 1:20.73 

144C|6|- (6) 0.2280 | 0.0838 | 23.6 | 0,0301 | 13.2 0.72 

13B |) 6 | = 75 0.3000 | 0.0666 | 22.2 | 0.0378 | 12.6 0.73 

Mittel 0.2640 | 0.0602 | 2.29 | 0.0340 | 12.9 1:0.73 

Mittel 62 0.1940 | 0.0489 | 22.6 | 0.0248 | 12.8 | 1:0.73 

LCA. se 50 0.1244 | 0,0281 | 22. 0.0157 | 12.6 | 1:0.72 

LEB VWeSe | = 50 0.0318 | 0.0277 | 21 0.0158 | 12.0 0.77 

Mittel 0.1281 | 0.0279 | 21.8} 0.0158 | 12.3 | 1:0.75 

TOC MES | == 60 0.1984 | 0,0436 | 22.0 | 0.0266 | 13.4 | 1:0.79 

20°A5 || 5) = 60 0.2124 | 0.0476 | 22.4 | 0.0272 | 12.8] 1:0.74 

We Mittel 0.2054 | 0.0456 | 22.2 | 0.0269 | 1.31 | 1:0.77 

IAa=4) = 7d 0 2354 | 0.0532 | 22.6] 0.0285 | 12.1 0,69 

PAD ABS || Ge || *— 75 0.2456 | 0,0575 | 23.4 | 0.0339 | 13.8 0.76 

Mittel 0.2405 | 0.0554 | 23.0 | 0.03124 13.0 | 1:0.73 

Mittel 62 0.1913 | 0.0429 | 22.8) 0.0246 | 12.8) 1:0.75 
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In dieser Arbeit aber habe ich die Calcium- und Phosphor- 
menge im Oberschenkelknochen der rachitischen weisen Ratten 
bestimmt und infolge dieses Ergebnisses kann ich behaupten, dass 
es mit den Ergebnisse in meiner vorigen Arbeit tibereinstimmt und 
dass das nach meinem Entwurf verfertigte, rachitische Futter mit 
Erfolg eine typische Rachitis hat auftreten lassen. 

Die Kurzfassung der Ergebnisse dieser Mitteilung ist folgende: 

1. Der prozentuale Durchschnittswert der Knochenbestand- 
teile der Ratten, die mit dem normalen Futter 100 Tage lang 
ernahrt sind, betragt, Ga=23.5%, P=13,.2%,-Ca:P=12078, 

2. Der prozentuale Durchsechnittswert der Knochenbestand- 
teile der 50 bis 90 Tage lang mit dem D-avitaminotischen, aber 
vollkommene Salzmischung enthaltenden Futter ernahrten Ratten- 
gruppe betragt, Ca=20.5%, P=12.2%, Ca:P=1:0.77. Mut: der 
Caleium- und Phosphormenge der normalen weissen Ratten ver- 
elichen, erscheint hierbei ihre Verminderung. 

3. Der prozentuale Durchschnittswert der Knochenbestand- 
teile der 50 Tage lang mit dem D-avitaminotischen, phosphorfreie 
Salzmischung enthaltenden Futter ernahrten Rattengruppe betraet, 
Ca=20.7%, P=12.9%, Ca:P=1:0.8. Das rachitische Symptom 
hat hierbei die Neigung, friiher und bedeutender aufzutreten, als 
bei mit vollkommener Salzmischung ernahrten Gruppe. 

4. Die Gruppe der weissen Ratten, welche 140 Tage lang mit 
dem D-avitaminotischen, vollkommene Salzmischung und 10% 
Morusblatt enthaltenden Futter ernahrt sind, zeigt ein vollstindiges 
Wachstum des Knochens. Der prozentuale Durchschnittswert : 
Ca= 220%, P=13,9%, Ca: P=180: 10; 

5. Der prozentuale Durchschnittswert der Knochenbestand- 
teile der Rattengruppe, welche mit dem D-avitaminotischen, phos- 
phorfreie Salzmischung und 10% Morusblatt enthaltenden Futter 
ernahrt ist, betragt, Ca—22.2%, P=18.1%,:Ca:P=1:0.75. Hier- 
bei aber verloren zwei Falle das Gleichgewicht der Calcium- und 
Phosphormenge. Daraus ergibt sich, dass das D-avitaminotische, 
volkommene Salzmischung und.10% Morusblatt enthaltende Futter 
allerdings das Gleichgewicht der Calcium- und Phosphormenge 
beibehalten und das normale Wachstum der Ratten herbeifiihren 
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kann, und dass das D-avitaminotische, phosphorfreie Salzmischung 
und 10% Morusblatt enthaltende Futter aber durch anorganische 
Salze und Vitamin-D im Morusblatt einerseits die eine Gruppe, 
welche das Gleichgewicht der Calcium- und Phosphormenge beibe- 
halt, anderseits die andere Gruppe, wleche das Gleichgewieht ver- 
loren hat, hervorgebracht hat. Diese letzte Tatsache ist ja auf 
Beeinflussung der phosphorfreien Salzmischung zuriickzufiihren, 
welche sich zur Priifung des Vitamin-D als ungeeignet erweist. 
Als rachtisches Futter kann schliesslich nur die mit vollkommener 
Salzmischung zusammengesetzte Fiitterung die erwarteten Hrgeb- 
nisse der Untersuchung herbeifiihren, und dazu darf das nach 
meinem Entwurf verfertigte Futter als ausgezeichnet bezeichnet 
werden. 
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(Received for publication October 25, 1937) 


In the alimentary tract the yeast nucleic acid is assumed to be 
disintegrated principally into mononucleotides and absorbed as 
such. The more deep-seated cleavage of a part of the nucleic acid 
to nucleosides is also expected in view of the presence of nucleo- 
phosphatase in the intestinal juice. The liberation of purine and 
pyrimidine bases is excluded on the following grounds; 1) the 
production of the free bases which may be hardly absorbed owing 
to their low solubility cannot be expected from the theoretical point 
of view; 2) the absenee of nucleosidase in the digestive juices was 
shown experimentally. 

Our knowledge of purine ribonucleosidase in the alimentary 
tract has been provided exclusively by Levene. Levene and 
Medigreceanu (19111) coneluded, from the results of the ob- 
servation upon the change of the rotatory power of the inosine 
solution, that nucleosidase was absent in the plasma of dog pancreas 
but present in the extract of intestinal mucosa. They (191111) 
reported the absence of nucleosidase in gastric, pancreatic and 
intestinal juices of dogs, using inosine and guanosine as the sub- 
strates. Later Levene and Weber (1924) found cattle pancreas 
to be a good source of the enzyme. 

It seems rather strange that, for so many years, such important 
conclusions as those of Levene and Medigreceanu should have 
been accepted without receiving re-examination and amplification. 


Lot 
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Applying the method, which was devised in our institute for the 
determination of every hydrolysis-product of nucleotides, the pre- 
sent writer examined anew the hydrolysis of ribonucleotides and 
nucleosides by digestive secretions and by the extracts of digestive 
organs. Ishikawa and Komita (1936) pointed out recently the 
presence of purine ribonucleosidase and nucleotide-N-ribosidase 
which disrupts the glycosidic linkages of purine nucleotides in the 
aqueous extract of pancreas of dogs and eats. They also showed 
that nucleosidase and ribosidase were present in the intestinal ex- 
tract of rabbits. The present writer found that the pancreatic 
and intestinal juice of dogs contained purine nucleosidase and 
ribosidase. As nucleosidase and nucleotide-N-ribosidase are pre- 
sent in the digestive juices and organs, the possibility that the 
purine bases may be liberated from corresponding nucleotides and 
nucleosides in the alimentary tract cannot be strictly excluded. 
However, there may not be sufficient time for the liberation of a 
definite quantity of the purine bases under the physiological condi- 
tions, since the production and the absorption of mononucleotides 
and nucleosides may take place at a higher rate than the disrup- 
tion of the glycosidic linkages of these substances. 

The hydrolysis of pyrimidine nucleotides by digestive juices 
and tissue extracts does not proceed deeper than the formation of 
nucleosides. This is in accordance with the prevailing conception. 


EXPERIMENTAL. 


The hydrolysis-produets of nucleotides and nucleosides were 
determined by the methods developed by Ishikawa (1925), 
Ishikawa and Komita (1936) and Komita (1937). Yeast 
adenylic, guanylic, xanthylic, cytidylie and uridylic- acids, 
adenosine and guanosine were employed as the substrates of the 
enzymes. 


I. Experiments with pancreatic juice. 


A fine tube was inserted into the ductus pancreaticus of a dog 
and the juice was collected after an injection of secretin into the 
animal. The colourless, clear pancreatic juice which was collected 
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within 2 hours was used as the enzyme source. 

Positive results were obtained in all types of hydrolyses of 
nucleotides, that is, the disruption of esteric and glycosidic linkages 
and the complete hydrolysis. However, the hydrolyses, except that 
of the glycosidic linkages by nucleotide-N-ribosidase, were of the 
order within the experimental errors. This is shown in Table I; 
the formation of ribosephosphorie ester alone was distinct among 
the hydrolysis-products. Pyrimidine nucleotides were almost unaf- 
fected by the pancreatic juice. The activity of nucleosidase was 


TABLE I. 
Hydrolysis of Ribonucleotides by Pancreatic Juice of Dogs. 
10 ce. of nucleotide solutions (100 mg. substrates) +5 cc. of pancreatic juice 
+2ce. of toluene. pH was adjusted to 7.5, incubated for 18 hours at 37°C. 
Control experiment: Pancreatic juice was incubated without nucleotides. 


Substances produced 
Nucleotide Ester 
sod See Ribose Nucleoside 
| mg Jo 
Sodium guanylate 4,54 8.1 = Be sit 
(secondary salt) 
Xanthylic acid 4.63 es 55 + + 
Adenylie acid 6.08 9.2 ar =f + 
Uridylic acid as a | + ae 
Cytidylic acid “bE + fe x 


negligible, but on the addition of inorganic phosphate the enzyme 
was activated and it then hydrolyzed the nucleosides to a definite 
extent (Table II). Thus the pancreatic juice did contain nucleo- 
sidase, but the enzyme was unable to display its activity unless 
phosphate was added. This may be the reason why Levene missed 
its existence in the pancreatic juice. Deaminases were absent in 


the pancreatic juice. 
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TaBLeE II. 
Hydrolysis of Purine Nucleosides by Pancreatic Juice of Dogs. 
40 ce. of nucleoside solutions (40mg. substrates) +4 cc. of pancreatic juice + 
2c. of toluene. pH 7.5. 37°C. 20 hours. 
Addition of phosphate: 4 cc. of 1/20M phosphate buffer solution OLDE ee 
were present in substrate solutions. 


OW 


Control experiment: without nucleosides. 


Hydrolysis of nucleoside 
Nieleoeid. Addition of = as = 
eee phosphate Produetion of % 
ribose (ing. ) 

= as 
Guanosine 2 9.33 10.9 

= a5 
Adenosine 9.9 

+ 2.23 


II. Experiments with intestinal juice. 


The intestinal juice was collected from the Thiry-Vella fistula 
made upon a dog. It is shown in Table III that the juice hydro- 
lyzed the nucleotides profoundly. Nucleophosphatase was very 
active, liberating a large quantity of inorganic phosphate. It is 
to be noted furthermore that the liberation of ribose was also re- 
markable. As the production of ribose originates in the secondary 
hydrolysis of nucleosides or ribosephosphorie ester once formed 
from nucleotides, it is deducible that the intestinal juice contains 
nucleosidase and ribosidase. The presence of nucleosidase in the 
intestinal juice is clearly shown in Table IV. Since the intestinal 
juice contained active deaminases for amino purine nucleotides and 
nucleosides (Table III and IV), the hydrolysis of these substrates 
may, at least in part, take place after the previous deamination. 

The hydrolysis of eytidylic and uridylie acids by the intestinal 
Juice took place principally at the ester linkage, the phosphatase 
activity being higher in the latter case than in the former (Table 
Ill). The production of the ester was not far from the limit of 
the experimental error, but ribose was formed in definite quanti- 
ties. This indicates that the glycosidic linkages were not strictly 
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indifferent to the action of nucleosidase or nucleotide-N-ribosidase. 
Cytidylic acid was deaminized by the intestinal juice. 


TABLE IIT. 
Hydroylsis of Nucleotides by Intestinal Juice of Dogs. 


7 cc. of nucleotide solutions (60 mg. substrates) +3 ec. of intestinal+1lce. of 
toluene. pH 7.5. 37°C. 20 hours. 
Control experiment: without nucleotides. 


Substances produced 
Nucleotide | Inorganic P Ester Ribose Nucleoside NH:;-N 
mg. | 9% mg. | 9% me. | Yor |eme. | % | mea % 

Sodium 

guanylate| 2.64 | 57.7 | 1.78 Fo LLOSi 4929 3.286 7.9 1,88) 90.9 
Xanthylie | | 

acid | 3.12 Git 2.05 5.4 9.29| 37.8 | 10.90} 23.4 — —_ 
Adenylic 

acid 2.83 | 52.8 | 2.00 6.2 7.95) 30:6 | 10.28) 22.2 | 1.76 | 72.9 
Uridylic | 

acid 3.73 | 64.9 | 1.34 31 | 3:55) 12.8 | 24.594-524. = = 
Cytidylic | 

acid Spor a0r8.) lekl i %2.6 2.387; 8.5 | 14.59] 32.3 | 1.60] 61.4 


TABLE IV. 
Hydrolysis of Purine Nucleosides by Intestinal Juice of Dogs. 


20 ce. of nucleoside solutions (30mg. substrate) +10 ce. of intestinal juice + 
2ce. of toluene. pH 7.5. 37°C. 20 hours. 
Control experiment: without nucleosides. 


Hydrolysis of nucleoside Deamination 
Nucleoside Production of of Production of % 
ribose (mg. ) e NH.—N (mg.) 
Guanosine 8.25 51.9 0.86 91.7 
Xanthosine 8.32 52.4 — —_ 
Adenosine 11.04 65.5 1.09 75.9 
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III. Experiments with gastric juice. 


The gastric juice obtained from the Pavlov small stomach was 
unable to hydrolyze nucleotides and nucleosides. 


IV. Hydrolysis of pyrimidine ribonucleotides with 
tissue extracts. 


It is generally conceived that the glycosidic linkages of 
pyrimidine ribonucleotides and nucleosides are quite resistant 
against the hydrolyzing action of enzyme and mineral acids. The 
ester linkages are hydrolyzed by mineral acids with great difficulty, 
but Levene and Dillon (1930) found that the ester linkage of 
yeast uridylic acid was more highly susceptible to the hydrolyzing 
action of the intestinal juice than that of adenylic acid. It was 
also observed in the present experiments, as mentioned above, that 
the intestinal juice of dogs liberated phosphoric acid easily from 
uridylic and eytidylic acids, and moreover, that the liberation of 
phosphoric acid was more marked in uridyli¢ acid than in the other 
(Table III). This indicates the influence of a slight change of the 
structure of the aglycone on the ester linkage of the nucleotides. 

Upon examining the hydrolysis of pyrimidine nucleotides with 
tissue extracts of rabbits it was found that the ester linkage of 
uridylic acid was always more susceptible than that of guanylic 
acid toward enzymic hydrolysis, and that cytidylic acid was more 
resistant than guanylic acid (Table V). The production of ribose- 
phosphoric ester and the liberation of ribose were very low in 
pyrimidine nucleotides. The kidney was an exception; the ester, 
especially ribose, was produced in quantities which were obviously 
above the limit of the experimental errors. Thus the enzymes 
capable of hydrolyzing the glycosidic linkages of pyrimidine nucleo- 
tides or nucleosides seem to be present, at least, in rabbit kidney 
and intestinal juice of dogs. 


les.—III. 197 


SIC 


des and Nucleo 


s of Nueleoti 


y YS1 


Hydrol 


HZyM1¢ 


E 


= SFL 66°0L 8'0F €0°CT STL g9°9 g°ce oP 3}V[ATUNS-C NE 
CSF O's 0°08 9C°SS AGE Gre oy 6L'e LIF 00°F prov otpxpTysH AOUPTST 

€T9 03'9F SSL cge Rep 6P'°S eel FOL prov orpcpriy 

eel Be'G a LOF \\ OO'ST | OTS |V4S TE | O'BP | \,08°¢ O7R[AULNS-V Ny 
Pe GAL || GABE SOFT + LY FEE soz | 00°2 prow orpcépryap TOAUT 

6°6F 09'LE = BG The STS 96°F prow oT sprit) 

SE, Ge 18’ gic $13 eL el F Pein 680 OPL[ATLNS-VN 
Es + + 0'e PLS BE 910 pre opxpy ay aPSu 

SPL LOL ae 9° $2 OTL 9¢°T plow oTEAPLtf) 

% “Sul % “SUL % “SUL % ‘SOUL % “Sut 

N“HN OpisoopPPUN OSOC LY, TO4SOT df OTURS LOUT OplpooPuN OUusst J, 


paonpord soouvysqug 


‘SOPTPOOPONU YHoyyIM :yuowrstodxa porpWwoH 


‘soprpoopout ourmmd Fo 4yvyy YTAL 
Sopryoopnu ourprariAd FO stssporpAy FO oFVl oY} orvdurod 07 AVA oUTLS OY} UT po}Vot} svar ozv[LULNS wNTpPOg 


‘smog 06 ‘O48 ‘GL Hd 


, 


SOUSSTT, JIYCRY FO Spovrpxoy AG sopryooponN ourprurtég Jo stsAporpAyT 


‘A Wavy, 


“OUON[O} FO “09 G-+-SJOVA}XI ONSST} FO “dd C+ (SOzLAPSYNS “SUI YYT) SWOT}N[OS optzosfonuU JO ‘99 OT 


198 Y. Komita. 


SUMMARY. 

1. Contrary to the prevailing conception, pancreatic and 
intestinal juices of dogs contained purine nucleosidase. The pre- 
sence of the enzyme in the pancreatic juice was demonstrated only 
on the addition of inorganic phosphate to the juice. Nucleotide- 
N-ribosidase was also present in the juices. 

2. An investigation was made of the hydrolysis of uridylic 
and cytidylie acids by digestive secretions of dogs and by tissue 
extracts of rabbits. The glycosidic linkages of the pyrimidine 
nucleotides or nucleosides were hydrolyzed by intestinal juice of 
dogs and by kidney extract of rabbits to a slight but definite extent. 
The disruption of the ester linkage of uridylic acid took place at 
higher rate than that of eytidylie acid. 
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UBER DIE BAKTERIENENZYME. 


III. Mitteilung: Uber die Bakterienacylase. 


Von 


MITZIMASA IMAIZUMI. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
Nagasaki. Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Eingegangen am 18. November 1937) 


In der vorigen Abhandlung iiber die proteolytischen Enzyme 
der Bakterien habe ich mitgeteilt, dass Benzoyldiglycin sich nur 
durch Bae. prodigiosus und Staphylococcen spalten liess, und dass 
aus der Digestionslosung des Benzoyldiglycins Benzoesaure isoliert 
wurde (1938). Y.Seo(1908) hat Benzoesdure sowie Glykokoll aus 
mit Staphylococcus aureus geimpften Urinkulturen mit Hippur- 
saure isoliert und hat weiter bewiesen, dass neben Staphylo- auch 
Streptococcen die Hippurséure in ihre Komponenten spalten 
konnen. Dagegen erwiesen sich Kulturen von Bae. coli, Typhus- 
und Paratyphusbazillen sowie Bac. pyocyaneus als nicht imstande 
die Hippursaure zu hydrolisieren. Hier erhebt sich nun die Frage, 
ob die Benzoyldiglycinspaltung durch Prodigiosusbazillen sowie 
Staphyloecoccen von Histiozym ahnlichen Enzymen oder von 
Acylpeptidase (Carboxypolypeptidase) herriihrt. Es ist sehr 
witinschenswert, eine naéhere Kenntnis tiber die Acylase oder 
Acylpeptidase der Bakterien zu gewinnen. Deshalb habe ich unter 
Leitung von Prof. 8. Utzino die Spaltung von Acyl- und Halogen- 
acylderivaten der Aminosiuren sowie der Dipeptide durch 
Bakterienenzyme studiert. 

Die Ergebnisse sind in der Tabelle I zusammengefasst. 

Wie aus Tabelle I ersichtlich, wurden Hippursaure und 
Benzoyldiglycin nur durch den Mazerationssaft der Staphylococcen 
und Prodigiosusbazillen gespalten. Aus der Digestionslosung mit 
Benzoyldiglycin wurde auch Benzoesaure isoliert. Trockenpraparat 
der Staphylococcen oder Prodigiosusbazillen hat weder Hippur- 


is) 
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TABELLE I. 
Acylasewirkung yon Bakterien. 
—=negativ, +=positiv, +-+=verstarkte Hydrolyse. 
Die Zahlen geben den optimalen pH-Bereich der Acylasewirkung an. 


. Staphylococcus Bae. Bae. Bae. Bac. 
Substrat aureus prodigiosus| proteus | subtilis coli 
++ + i 
Benzoylglycin 7,0-8,0 7,0-8,0 = = 
F ‘ ; oP = i 
Benzoyldiglycin ae aE 7.5-8.0 re | 
Phtalylglycin _ = a= = = 
Phtalyldiglycin = = = = 
+4 ++ 
Acetylglycin 7,0-8,0 — Gis an a 7,0-8,0 
Acetyldiglycin = = = os = 
++ 
Formylglycin = = = = 7,0-8,0 
Formyl-l-tyrosin — — _ — = 
Acetyl- Zs - .¥ = i 
d-glutaminsiure 
Benzoyl- Ne fe ve e i 
d-glutaminsiiure 
Chloracetyl- Ee +5 4s a ni 
l-phenylalanin aa 7,0 ta 
Chloracetyl- +P oy, iP AP ve ry 
l-tyrosin 7,0 : 7,0 
dl-Bromisoca- a ‘~ a a = 
pronylglycin 7,0 
dl-Brom- sh = hat i 
propionylglycin 


saure noch Benzoyldiglycin angegriffen. Bei den Versuchen mit 
Bouillonfiltrat, welches eine starke Proteinasewirkung, nicht aber 
Peptidasewirkung zeigte, wurden auch negative Resultate erhalten. 
Phtalylderivate wurden durch alle hier untersuchten Bakterien in 
keinem Falle angegriffen. S. Utzino (1928) hat festgestellt, dass 
Darmerepsin weder Benzoyldiglycin noch Phtalyldipeptide hydro- 
lysieren kann, und ferner dass die Trypsinfraktion, die von Erepsin 
befreit wurde, Benzoyldiglycin an Stelle der Peptidbindung 
abspaltet. Aus bisher erwihnter Tatsache scheint es sehr moglich, 
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dass die Benzoyldiglycinspaltung durch Bac. prodigiosus sowie 
Staphylococcus aureus einer Histozym ahnlichen Wirkung ent- 
spricht, obgleich die sekundire Abspaltung von Benzoesiiure aus 
der Hippursiure, die primar durch die Hydrolyse der Diglycin- 
verkettung entstehen kann, nicht ganz sicher auszuschliessen ist. 
Hier sei auch hervorgehoben, dass die Spaltung des Acetyl- oder 
Formylglycins durch Bakterienenzym mit derjenigen dieser Acyl- 
aminosauren durch tierische Gewebsenzyme nicht immer itiber- 
einstimmend verliuft, obwohl man betreffs der biochemischen Ver- 
schiedenheit der Bakterien auch auf einen gewissen Stammsunter- 
schied Rucksicht nehmen muss. Nach den Angaben H. Kimuras 
(1928/9) wurden die beiden Aminosdiurederivate sehr viel leichter 
als Hippursaure durch tierische Gewebsenzyme gespalten. Bac. 
prodigiosus, welcher die Hippursaure deutlich hydrolisieren konnte, 
eriff weder Acetylglycin noch Formylelycin, an, wogegen Bae. coli, 
welcher keine Hippursdurespaltung gezeigt hatte, nicht nur 
Formylglycin sondern auch Acetylglycin hydrolysieren konnte. 
Bae. proteus spaltete weder Hippursaure noch Formylglycin, wohl 
aber Acetylglycin. Staphylococcen haben die starkste Histozym- 
wirkung gezeigt, griffen aber Formylglycin nicht an. Acylderi- 
vate von Glutaminsaure oder Tyrosin widerstehen den Bakterien- 
enzymen sehr stark. 

Was die Halogenacylaminosiurespaltung anbetrifft, hat man 
einige interessante Ergebnisse erhalten. Chloracetyl-l-tyrosin 
wurde nur durch Staphylococcen sowie Proteusbazillen gespalten, 
obwohl Chloracetyl-/-phenylalanin durch alle hier untersuchten 
Bakterienenzyme angegriffen wurde. Diese Tatsachen mogen wohl 
an die Widerstandsfahigkeit der beiden Aminosauren von saurem 
Charakter erinnern lassen. Brompropionyl- und Bromisocaprony]- 
glycin widerstanden den Bakterienenzymen sehr stark und wurden 
nur durch Staphylococcen gespalten. Hine starkere Widerstands- 
fahigkeit des Bromisocapronylderivats hat schon F. Itzioka (1936, 
1937) an tierischen Enzymen beobachtet. 

Was die optimale Reaktion der Acylasewirkung anbetrifft, trat 
die giinstigste Hydrolyse der Acylaminosduren bei einem Pu- 
Bereich von Pu 7,0-8,0 ein, waihrend diejenige der Halogenacyl- 
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aminosiuren stets bei Pu 7,0 beobachtet wurde. Der optimale Pu- 
Bereich der Spaltung von Benzoyldiglycin durch Prodigiosusen- 
zyme liegt bei Pu 7,5-8,0 (Z.T. noch bei 9,0). 

Als mehr thermostabil erwies sich die Wirkung auf Benzoyl- 
elycin, das auch ebenso viel durch den auf 70°C (10 Min.) erhitzten 
Mazerationssaft (Staphylocoecen), wie durch den nicht behandel- 
ten hydrolysiert werden kann, wihrend Benzoyldiglycin fast nicht 
und Acetylglycin nur ein wenig durch den erhitzten Saft ange- 
eriffen werden kann. Infolgedessen kann man wohl das Hippur- 
sdure spaltende Enzym als ein anderes als das Benzoyldiglycin 
oder vielleicht auch als das Acetylglycin hydrolysierende Enzym 
annehmen, wie es S. Akamatsu und H. Akizuki (1937) gelang, 
von Nierenhistozymen ein Tyrosin-, Asparagin- oder Glycin- 
histozym zu trennen. 

In gleichem Sinne mag auch die Halogenacylase, die auf die 
Hydrolyse des Chloracetyl-l-phenylalanins eingestellt ist, als eine 
andere einerseits als die Acylase, die Benzoylglycin zu spalten 
vermag, und anderseits auch als die Halogenacylase, die dl-Bromiso- 
capronylelyein zu hydrolysieren imstande ist, zu betrachten sein: 


EXPERIMENTELLER TIL. 


1. Mazerationssaft: 20g frische, aus Plattenagarkulturen 
gesammelte Bakterien wurden mit 4cem Essigester behandelt und 
nach Neutralisieren mit Sodalésung mit 30 ccm Glycerinwasser 
(1:1), welches 0,3% Formalin enthielt, versetzt. Nach 5 stiind- 
igem Stehen wurde die Suspension mit 30 eem Glycerinwasser (1:1) 
verdiinnt, dann 24 Stunden lang bei Zimmertemperatur unter 
Toluol digeriert und zuletzt abzentrifugiert. 

2. Versuchsansatz: 3cem Zentrifugat wurden mit 5 ecem 0,2 
Mol Substratlésung und 15 cem Pufferlésung (Citronensiure-Phos- 
phatgemisch) vermischt und unter Toluol bei 37°C digeriert. Nach 
einer gewissen Versuchszeit wurde die Aciditit in 5eem nach 
Sérensen mit 0,1 n-NaOH formoltitriert und der Aminostickstoff 
in 2cem nach Van Slyke bestimmt. Als Kontrollversuch wurde 
die Enzymlosung ohne Substrat unter den gleichen Bedingungen 
digeriert. Die diesbeziiglichen Bestimmungswerte sind von den- 
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jenigen des Hauptversuchs abgezogen. 
TABELLE II. 


Acylasewirkung von Bae. prodigiosus (Mazerationssaft). 
Die Ergebnisse wurden in der folgenden Tabelle zusammengefasst. 


| Aciditatszunahme Amino-N Zunahme 
in 5 ¢em in 2 ¢em 
Substrat | pH | (eem 0,1 n-NaOH) (ng) 
| ssta. | 24sta | sSta. | 248¢a. 

Benzoylglycin Tiger) | 0,18 0,67 0,086 0,355 
Benzoyldiglycin 8,0 | 0,26 0,98 0,193 0,482 
Phtalylglycin es. = 0 0 0 0 
Phtalyldiglycin Reet © 0 0 0 
Acetylglycin be as lee) 0 0 0 
Acetyldiglycin | 8,0 | 0 0 | 0 0 
Formylglycin | 7,0 | 0 0 0 
Formyl-l-tyrosin eee 0) 0 0 
Acetyl-d-glutaminsaure | ies | 0 0 0 0 
Benzoy!]-d-glutaminsiure | 15) | 0 0 0 
Chloracetyl-/-phenylalanin | 7,0 | 0,16 0,46 0,085 0,163 
Chloracetyl-I-tyrosin | ee | 0 0 0 0 
dl-Bromisocapronylglycin 7,0 | 0 0 0 0 
dl-Brompropionylglycin =| 7,5 0) 0 0 0 


Wie aus Tabelle II ersichtlch, kann der Mazerationssaft von 
Bae. prodigiosus Benzoylglycin, Benzoyldiglycin und Chloracetyl- 
phenylalanin spalten, dagegen nicht Acetyl-, Formyl- und Phtayl- 
derivate sowie Bromacylaminoséuren. Um die Hydrolyse des 
Benzoylglycins durch den Mazerationssaft von Bac. prodigiosus 
sicher festzustellen, wurden 60 cem Mazerationssaft dieser Bazillen 
mit 200 eem wiasseriger Losung, die 2¢@ Benzoylglycin enthielt, bei 
37°C 14 Tage lang im Brutschrank aufbewahrt. Aus dieser 
Digestionslésung konnte man cie Benzoesaure isolieren. 

In 200 cem Fleischextrakt, welcher 1% Pepton, 0,3% NaCl, 
01% MeSO, und 0,3% KeHPO, enthielt, wurden Prodigiosus- 
bazillen bei 37°C 7 Tage lang kultiviert. Nach Zentrifugieren 
wurde die Kulturfliissigkeit durch die Chamberlandkerze filtriert. 


204 M. Ihnaizumi: 


Das Filtrat zeigte keine Acylasewirkung. Die aus Plattenagarkul- 
turen (1 Tag) gesammelten Bazillen wurden nach Behandlung mit 
Aceton und Ather im Exsikkator tiber Schwefelsiure getrocknet 
und in einem Morser zerrieben. Das Trockenpulver zeigte aber 
auch keine Acylasewirkung. 


TABELLE III. 
Optimal-pH der Prodigiosusacylase. 


2ecem Mazerationssaft wurden mit 5 cem 0,2 Mol Substratlosung und 10 ccm 
Pufferlésung vermischt und unter Toluol bei 37°C digeriert. 


Acidititszunahme in 5 eem(0,1 n-NaOH) 


Substrat Std. pH 


; x 8 0 0,10 0,13 0,10 0 
Hippursaure ie aes . 
20 0 0321) 0,50 0,55 0,53 0,46 
; : 8 0 0 0 0 0,10 0,13 0 
Benzoyldiglycin Fe : y 
20 0 0 0,10 0,33 0,65 0,60 0,00 


Wie aus Tabelle III hervorgeht, wurde die Hippursiure bei 
Pu 7,0-8,0 und das Benzoyldiglycin bei Pu 7,5-8,0 am giinstigsten 
gespalten. 

Wie man aus Tabelle IV ersieht, eriff der Mazerationssaft von 
Bac. subtilis nur Chloracetyl-l-phenylalanin an. Diese Ergebnisse 
habe ich auch durch Versuche mit lebenden Keimen_ bestatigt. 
Ferner wurden die Subtilisbazillen in einer Nahrlésung, welche 2 ¢ 
Phtalylglycin oder Hippursiéure enthielt, 20 Tage lang bei 37°C 
kultiviert. Aus der Digestionslésung konnte man aber weder Phtal- 
saure noch Benzoesdure isolieren. Bouillonfiltrat oder Troeken- 
praparat konnte die beiden Substrate nicht hydrolisieren. 

Bae. proteus spaltet deutlich Chloracetylderivate und Acetyl- 
glycin, dagegen nicht Benzoyl-, Formyl-, Phtalyl- und Bromacyl- 
derivate. Die Ergebnisse wurden auch durch Versuche mit leben- 
den Keimen bestatigt. Weder Bouillonfiltrat noch Trockenpriparat 
vermochten alle hier gepriiften Substrate anzugreifen. 
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TABELLE IV. 
Acylasewirkung von Bae. subtilis. 


3cem Mazerationssaft wurden mit 5cem 0,2 Mol Substratlosung und 15 cem 
Pufferlésung vermischt und unter Toluol bei 37°C digeriert. 


Aciditaitszunahme Amino-N Zunahme 
in 5 cem in 2 eem 


Substrat (eem 0,1 n-NaOH) (mg) 
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8 Std. 24 Std. 
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24 Std. 
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Phtalylglycin 
Phtalyldiglycin 
Acetylglycin 
Acetyldiglycin 
Formylglycin 
Formy!l-l-tyrosin 
Acetyl-d-glutaminsaure 
Benzoyl-d-glutaminsiure 
Chloracetyl-l-phenylalanin 
Chloracetyl-l-tyrosin 
dl-Bromisocapronylglycin 
dl-Brompropionylglycin 
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TABELLE V. 
Acylasewirkung von Bae. proteus. 


3 cem Mazerationssaft+5 cem 0,2 Mol Substratlésung+-15 cem Pufferlosung. 


Aciditatszunahme Amino-N Zunahme 
in 5 ccm in 2 ecm 
(cem 0,1 n-NaOH) (mg) 
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TABELLE VI. 
Optimal-pH der Proteushalogenacylase. 
Um das Optimal-pH der Halogenacylasewirkung festzustellen, wurden 
einige Versuche angestellt. 
3 cem Mazerationssaft +3 cem 0,1 Mol Substratlésung+5 ecm Pufferlosung: 
20 Std. 37°C. Amino-N Zunahme in 2 cem nach Van Slyke bestimmt. 


NH2-N Zunahme in 2 eem (mg) 


Substrat pH 
5,0 6,0 66 7,0 5 8,0 
Chloracetyl- 0 0,094 | 0,225 | 0,363 | 0,164 | 0,125 
1-phenylalanin 
Chloracetyl- 0 0,037 | 0,108 | 0,254 | 0,211 | 0,103 
l-tyrosin 


Wie aus Tabelle VI ersichtlich, liegt das Optimum der Pro- 
teushalogenacylase am Neutralpunkt. 


TABELLE VII. 
Acylasewirkung von Bae. coli. 
3 cem Mazerationssaft+5 eem 0,2 Mol Substratlosung +15 ecem Pufferlosung. 


Aciditatszunahme Amino-N Zunahme 
in 5 eem in 2 eem 
Substrat pH (cem 0,1 n-NaOH) (mg) 
8 Std. 24 Std. 8 Std. 24 Std. 
Benzoylglycin 7,0 0 0 0 0 
Benzoyldiglyein 8,0 0 0 0 (0) 
Phtalylglycin 7,0 0 0 (0) 0 
Phtalyldiglyein 8,0 0 0 0 0 
Acetylglyein 8,0 0,36 1,08 0,120 0,394 
Acetyldiglycin 8,0 0 0 0 0 
Formylglycin 7,5 0,42 RES) 0,125 0,382 
Formy]-l-tyrosin 7,9) 0 0 0 0 
Acetyl-d-glutaminsaiure 7,5 0 0 0 0 
Benzoyl-d-glutaminsiiure 7,0 0 0 0 0 
Chloracetyl-I-phenylalanin 7.0 0 0,35 0,013 0,169 
Chloracetyl-l-tyrosin 7,0 0 0 0 0 
dl-Bromisocapronylglycin 7,0 0 0 0 0 
dl-Brompropionylglycin 7,0 0 0 0 0 
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Bae. coli spaltete Acetyl- und Formylglycin in deutlichem 
Masse, Chloracetyl-l-phenylalanin aber sehr schwach. 


TABELLE VIII. 
Optimal-pH der Coliacylase. 
Um das Optimal-pH der Coliacylase festzustellen, wurden die folgenden 
Versuche angestellt. 
3 ccm Mazerationssaft+5 cem 0,1 Mol Substratlésung+ 10 cem Puffer: 37°C. 
Die Aciditatszunahme wurde in 5 cem nach Sérensen mit 0,1 n-NaOH 


formoltitriert. 
Aciditatszunahme in 5 ecm (0,1 n-NaOH) 
pH Acetylglycin Formylglycin 
8 Std. 24 Std. 8 Std. 24 Std. 

5,0 0 0 0 0 
6,0 0 0 0 0 
6,5 0,13 0,48 0,10 0,56 
7,0 0,28 0,86 0,33 0,95 
7,5 0,26 0,90 0,36 0,98 
8,0 0,32 1,03 0,28 0,83 
9,0 0,10 0,53 0,12 0,46 


Aus Tabelle VIII ersieht man, dass der Mazerationssaft von 
Bae. coli Acetyl- und Formylglycin bei Pu 7,0-8,0 am giinstigsten 
hydrolysieren konnte. 

Wie Tabelle IX zeigt, griff der Mazerationssaft von Staphyl- 
ococcen alle hier untersuchten Substrate ausser Phtalyl-, Formyl- 
sowie Glutaminsdurederivaten in deutlichem Masse an. Acetyl- 
diglycin widerstand aber der Enzymwirkung. Weder Bouillon- 
filtrat noch Trockenpraparat konnte Acyl- oder Halogenacyl- 
derivate spalten. 
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TABELLE IX. 
Acylasewirkung von Staphylococcus aureus. 
3 eem Mazerationssaft +5 cem 0,2 Mol Substratlésung +15 cem Pufferlosung: 


Bf ASK 
‘ Aciditatszunahme Amino-N Zunahme 
in 5 ecm in 2 eem 
Substrat pH (cem 0,1 n-NaOH) (mg) 
8 Std. 24 Std. 8 Std. 24 Std. 
Benzoylglycin 7,0 0,46 1,15 0,186 Va 
Benzoyldiglycin 8,0 0,38 1,42 0,174 ie 
Phtalylglycin 7,0 0 0 0 0 
Phtalyldiglycin 8,0 0 0 0 0 
Acetylglycin 8,0 0,33 0,96 0,107 0,378 
Acetyldiglycin 8,0 0 0 0 0 
Formylglycin 7,0 0 0 0 0 
Formyl-l-tyrosin 7,5 0 0 0 0 
Acetyl-d-glutaminsaiure 7,9 0 0 0 0 
Benzoyl-d-glutaminsiure 7,0 0 0 0 0 
Chloracetyl-l-phenylalanin 7,0 0,38 1,35 0,149 0,472 
Chloracetyl-l-tyrosin 7,0 0 0,30 0 0,092 
dl-Bromisocapronylglycin 7,0 0,15 0,65 0,086 0,202 
dl-Brompropionylglycin 7,0 0 0,42 0,025 0,137 
TABELLE X, 


Optimal-pH der Staphylocoecenacylase. 
3cem Mazerationssaft+5 cem 0,2 Mol Substratlésung+15 ecem Puffer: 
31 4C, 24 Std. 


Aciditatszunahme in 5cem (cem 0,1 n-NaOH) 
Substrat pH 
6,0 6,5 7,0 7,0 8,0 9,0 
Hippursiure 4 0,58 0,74 1,25 ES 1,09 0,85 
Acetylglycin 0,20 0,36 0,72 0,90 0,98 0,45 


Das Optimum der Hippursaurespaltung liegt bei Pu 7,0-8,0 
und dasjenige der Acetylglycinspaltung bei Pu 7 ,o-8,0. 
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TABELLE XI, 
Optimal-pH der Staphylocoecenhalogenacylase. 
3 com Mazerationssaft +3 eem 0,2 Mol Substratlésung+4cem Puffer: 
37°C, 24 Std. 


Zunahme des Amino-N in 2 cem (mg) 
Substrat pH 
5,0 6,0 6,5 7,0 TRS 8,0 
Chloracetyl--tyrosin 0,060 0,102 0,127 0,185 0,125 0,089 
dl-Bromisocapronyl- 
glycin 0,045 0,087 0,185 0,214 0,175 0,122 


Das Pu-Optimum der Staphylococcushalogenacylase liegt gut 
ibereinstimmend bei einem Werte von PH 7,0. 


TABELLE XII. 
Die Thermostabilitat der Staphylococcen-Acylase. 
3 ccm Mazerationssaft wurden bei einer gewissen Temperatur bei pH 7, 10 
Minuten lang erhitzt, dann mit 5ccm 0,2 Mol Substratlosung und 10 ccm 
Pufferlosung vermischt und unter Toluol bei 37°C digeriert. Nach 2 Stunden 
wurde die Acidititszunahme in 5 ccm nach Sorensen mit 0,1 n-NaOH formol- 
titriert oder der Aminostickstoff in 2cem nach Van Slyke bestimmt. Der 
Hydrolysengrad der erhitzten Enzymloésung wurde im Prozentsatz auf den 
Spaltungswert der nicht erhitzten Losung angegeben. 


Acidititszunahme in 5 ccm (ccm 0,1 n-NaOH) 


Substrat 
nicht erhitzt 60°C 702°C 80°C 100°C 
Benzoylglycin 125 1,28(100%) | 1,26(100%) | 0(0%) | 0(0%) 
Benzoyldiglycin 1,46 1,30( 89%) | 0,10( 7%)| 0(0%) | 000%) 
Acetylglycin ike 0,82( 62%) | 0,25( 19%) | 0(0%) 0(0%) 
Amino-N Zunahme in 2 cem (mg) 

Substrat : ~ 
nicht 60°C 70°C s0°c =| 100°C 
erhitzt 

Chloracetyl- = 
1-phenylalanin 0,407 | 0,412(100%) | 0,406(100%) | 0,252(62%) | 0(0%) 
dl-Bromisocapronyl- 
glycin 0,215 | 0,204( 95%) | 0, ( OF) ©; ( 0%) |0(0%) 
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Hier sei besonders hervorgehoben, dass die Spaltung von 
Hippursiiure und Chloracetyl-l-phenylalanin durch den Mazera- 
tionssaft von Staphylococcen, welcher bei 70°C 10 Minuten lang 
vorher erhitzt wurde, gar nicht beeinflusst werden konnte, wahrend 
die Spaltung der anderen Substrate sehr stark beeintrachtigt 
wurde. Beim Erhitzen auf 80°C trat die Acylasewirkung nicht 
mehr auf, die Halogenacylasewirkung auf Chloracetylphenylalanin 
wurde aber noch in deutlichem Masse beobachtet. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. In der vorliegenden Arbeit habe ich das Verhalten des 
Mazerationssafts von folgenden Bakterien gegentiber verschiedenen 
Acyl- sowie Halogenacylaminoséuren und Acyldipeptiden studiert : 
Staphylococcus aureus, Bac. prodigiosus, Bae. proteus, Bac. coli 
communis und Bae. subtilis. 

2. Benzoylglycin und Benzoyldiglycin wurden nur durch den 
Mazerationssaft von Staphylocoecen oder Bae. prodigiosus bei PH 
7,0-8,0 hydrolysiert und Benzoesiure wurde als Spaltungsprodukt 
bei den beiden Fallen isoliert. Die Phtalylderivate widerstehen 
den Enzymlosungen sehr stark. . 

3. Acetylglycin wurde durch Bae. coli, Bae. proteus und 
Staphylococcus aureus angegriffen, Formylglycin aber nur durch 
Colibazillen, wahrend Acetyldiglycin gar nicht angeegriffen wurde. 
Die Spaltung des Acetyl- oder Formylglycins verlauft also nicht 
immer parallel mit derjenigen der Hippursaure. 

4, <Acetyl- und Benzoylglutaminsiure sowie Formyltyrosin 
wurden gar nicht angegriffen. 

5. Chloracetyl-l-phenylalanin wurde durch alle hier unter- 
suchten Bakterienarten gespalten, Chloracetyl-l-tyrosin aber nur 
durch Staphylococcen und Bae. proteus. 

6. dl-Bromisocapronyl- und Brompropionylglycin sind auch 
sehr widerstandsfahig und wurden nur dureh den Mazerationssaft 
von Staphylococcen gespalten. 

7. Durch Erhitzen auf 70°C wurde die hydrolysierende 
Wirkung des Mazerationssafts von Staphylococcen auf Acetylglyein 
oder Benzoyldiglycin sehr stark beeintrichtigt, waihrend diejenige 
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auf Hippursiure noch fast vollstindig erhalten blieb. Diese 
Wirkung ging aber beim Erhitzen auf 80°C verloren. Der 
Mazerationssaft enthielt noch die hydrolysierende Wirkung auf 
Chloracetyl-l-phenylalanin, obgleich er auf 80°C erhitzt wurde und 
nicht mehr d/-Bromisocapronylglycin angreifen konnte. 
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UBER DIE BAKTERIENENZYME. 


IV. Mitteilung: Ueber die Prodigiosusproteasen. 


VON 


MITZIMASA IMAIZUMI. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
Nagasaki. Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Eingegangen am 22. November 1937) 


In den Prodigiosuspraparaten habe ich verschiedene starke 
proteolytische Wirkungen—Proteinase, Peptidase und Acylase— 
festgestellt, wie schon in der vorigen Mitteilung (1938) veréffent- 
licht. Betreffs der Gelatine verfliissigenden Wirkung von Pro- 
digiosusbakterien bzw. von deren Bouillonfiltrat wurde schon 
frtiher von Fermi (1890, 1892) berichtet. 

Nach den Angaben von v. Groer (1912) ist das keimfreie 
Bouillonfiltrat (Berkefeld) oder das Zentrifugat des Bakterienex- 
traktes auch imstande Gelatine zu verfliissigen. Diese Prodigious- 
gelatinase erwies sich empfindlich gegen Sauren, dagegen aber sehr 
widerstandsfahig gegen hohe Temperaturen. In der vorliegenden 
Arbeit habe ich unter Leitung von Prof. 8. Utzino zuerst die 
Trennung der Proteinase und Peptidase versucht und weiter die 
Higenschaften der ersteren untersucht. 

Im Acetondauerpraparate, in dem nur die Proteinase und die 
Peptidase nachblieben, wurde die Acylase- oder Halogenacylase- 
wirkung (Spaltung von Benzoyldiglycin und Chloracetylphenyl- 
alanin) vermisst, wihrend diese Wirkungen im Mazerationssaft von 
Bac. prodigiosus in deutlichem Masse beobachtet wurden. 

Der Umstand, dass die Proteinasewirkung des Acetondauer- 
praparats am giinstigsten bei Pu 6,5-7,5, die Peptidasenwirkung 
aber bei PH 7,5-8,5 eintrat, lasst an die beiden trennbaren Wirk- 
ungen erinnern. Durch das Adsorptionsverfahren mit Tonerde 
(Cy nach Waldschmidt-Leitz) gelang es mir die Trennung 
dieser beiden Enzyme zu erzielen. In der Adsorptionsrestlosung 
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findet sich hauptsichlich die Proteinasewirkung, die Peptidasewirk- 
ung dagegen nur im Eluat mit verdtinnter Ammonlosung. In 
einem Wasserextrakt von lange aufbewahrtem Prodigiosuspulver 
have ich nur die hydrolysierende Wirkung auf Casein, Gelatine und 
Pepton beobachtet, wie es bei Bouillonfiltrat der Fall ist. Hier sei 
auch hervorgehoben, dass die Peptonspaltung in der Hauptsache 
durch die Restlésung hervorgerufen wird, die Tryptonhydrolyse 
aber nur durch das Eluat. Durch diese Tatsache konnte ich auch 
hier bestitigen, dass nach den Angaben von Itzioka (1937) das 
enzymatische Verhalten des Tryptons anders als das des Peptons 
ist. 

Die Resultate ergeben, dass die Gelatinespaltung durch die 
von Peptidase befreite Prodigiosusproteinase am stirksten bei Pu 
7,5-8,0 auftrat und dass eine andere giinstige Reaktion von 
Gelatinehydrolyse bei PH 5,5 beobachtet wurde. In einem Versuch 
mit im Hisschrank aufbewahrtem Wasserextrakt aus Prodigiosus- 
pulver hat man auch zwei optimale PuH-Bereiche der Casein- 
hydrolyse festgestellt. Auf Grund dieser Beobachtung kann man 
wohl ein trypsinaéhnliches und ein anderes kathepsinéhnliches 
Enzym in den Prodigiosusproteasen annehmen. Die bei Pu 7,5-8,0 
eintretende Gelatinehydrolyse wurde durch Zusatz von Entero- 
kinase fast nicht beeinflusst. Die Frage, ob eine unaktive Vorstufe 
der Prodigiosustryptase existiert oder nicht, blieb noch offen. 

Der Zusatz von Cystein oder Schwefelwasserstoff iibt fast 
keinen Einfluss auf die bei Pu 5,5 eintretende kathepsinahnliche 
Wirkung, die durch Zusatz von Cyanwasserstoff in héherer Kon- 
zentration gehemmt zu werden scheint. 

Da die EKigenschaften dieses bei saurer Reaktion auftretenden 
kathepsinaéhnlichen Enzyms noch nicht sicher mit denen des 
tierischen Kathepsins identifiziert werden konnten, méchte ich es 
vorlaufig als Katheptase von Bac. prodigiosus (od. Prodigiosus- 
katheptase) bezeichnen. Die weitere Untersuchung betreffs der 
Higenschaften dieser beiden Enzyme ist bei uns im Gang. 

Die Tripeptidase und Dipeptidase im Eluat, das von der 


Proteinasewirkung befreit ist, griffen die Substrate in der Haupt- 
sache bei Pu 8,0 an. 
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Entgegen der Angabe v. Gréers (1912) habe ich keine be- 
sondere Hitzebestandigkeit der Proteinase, Peptonase sowie Pepti- 
dase von Bae. prodigiosus festgestellt, indem der Mazerationssaft 
frischer Keime, der Wasserextrakt aus aufbewahrtem Trocken- 
pulver sowie das Bouillonfiltrat von Prodigiosuskultur durch Er- 
hitzen auf 70° (wahrend 5-10 Min.) grossenteils die proteolytische 
Wirkung verloren. Die auseinander gehenden Resultate modgen 
vielleicht von den Versuchsbedingungen der verschiedenen Forscher 
herrtihren, da betreffs der Bestaéndigkeit der Bakterienenzyme ver- 
schiedene Faktoren wie Begleitstoffe, Kulturbedingungen, Stamm- 
unterschiede ete. auch eine grosse Rolle spielen kénnen. 


EXPERIMENTELLER THEIL. 


Die Enzympraparate sowie der Versuchsansatz wurden wie in 
der vorigen Abhandlung (1938) bereitet. (1% EHiweiss- und 0,05 
Mol Substratlésung). In den Tabellen ist die kontrollierte 
Zunahme der Aciditét oder des Aminostickstoffs angegeben. Zur 
Kontrolle wurden die Versuche einmal mit Enzym allein ohne Sub- 
strat, ein anderes ma] mit Substratlosung ohne Enzym oder mit 
erhitzter Enzymlosung angestellt. 


Versuch 1. Proteolytische Wirkungen des Mazerationssaftes 
von Bac. prodigiosus. 


Zuerst habe ich die Versuche mit dem wirksamsten Mazera- 
tionssaft angestellt. 20¢ Bakterien wurden mit 80 ccm Glycerin- 
wasser (1:1), welches Formaldehyd in Gehalt von 0,3% enthielt, 
zerrieben, 24 Stunden lang bei Zimmertemperatur stehen gelassen 
und dann zentrifugiert. 

Wie Tabelle I zeigt, wurde betreffs der optimalen Reaktion der 
Prodigiosusproteasen im Mazerationssaft festgestellt, dass die 
Caseinspaltung bei Px 7,0-7,5, die Peptidspaltung bei Pu 8,0 und 
die Hydrolyse von Benzoyldiglycin bei Pu 8,0 eintrat, wahrend 
diejenige von Chloracetylphenylalanin bei Pu 7,0 beobachtet wurde. 
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TABELLE I, 


Proteolytische Wirkungen des Mazerationssaftes von Bac. prodigiosus. 
3 eem Mazerationssaft +10 cem Substrat+20 cem Puffer: 37°C, 24 Std. 


Acidititszunahme in 7 eem Digestionslosung 
(cem 0,1 n-NaOH) 

Substrat asl 

4,4 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 9,0 
Casein 0,18 | 0,35 | 0,62 | 0,86 | 1,15 | 1,24] 1,26] 1,08] 0,80 
dl-Leucyldi- 
glycin — —_ OL23 5 0547/5) 10:65: O29 2a eel Loe eS Ondel 
Diglyein — —_— —_ 0,15 | 0,18 | 0,43 | 0,69 | 0,82 | 0,42 
Benzoyldi- 
glycin 0,05 | 0,06 | 0,05 | 0,05 | 0,15 | 0,19 | 0,25 | 0;72 | 0,68 
Chloracetyl- 
l-phenyl- 
alanin 0 0503 |) 03055) 0:08) OWL7 ) O}51) 05425) 05305) 50512 


Versuch 2. Proteolytische Wirkungen von acylasefrevem 
Acetondauerpraparat. 


20 g¢ Bakterienpulver (getrocknet mit Aceton-Ather) wurden 
mit 400 cem Glycerinwasser(1:1) unter Toluolzusatz 48 Stunden 
lang bei Raumtemperatur digeriert und dann abzentrifugiert. Aus 
dem Zentrifugat wurde durch Zusatz der mehrfachen Menge Aceton 
unter Hiskithlung ein voluminéser Niederschlag ausgefallt. Diese 
Fallung wurde abzentrifugiert, mit wenig Aceton und Ather 
gewaschen und im Vakuumexsikkator getrocknet. Zuerst wurde 
das Verhalten dieses Acetondauerpraparats gegeniiber  ver- 
schiedenen Substraten unter Beriicksichtigung der Mediumsreak- 
tion studiert. 

Aus Tabelle II ersieht man, dass die deutlichste Eiweisspaltung 
bei einem Pu-Bereich von 6,5-7,5 eintrat. Was die starke Hydro- 
lyse bei schwach saurer Reaktion anbetrifft, soll bei den Versuchen 
mit gereinigter Enzymlosung davon nochmals die Rede sein. 

Der Optimalpunkt ‘der Peptidasenwirkung liegt bei Pu 8,0, 
indem deutliche Hydrolyse auch bei Pu 7,5-8,5 stattfand. Das 
Acetondauerpraparat griff die Acylderivate nicht mehr an. 
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TABELLE IT. 
Proteolytische Wirkungen des Acetonpriiparats (Bae. prodigiosus), 
welches Acylderivate nicht angriff. 
0,02 g Acetondauerpraparat+10 cem Substratlésung +20 cem 
Pufferlésung: 37°C. 
Aciditatszunahme in 5 cem (cem 0,1 n-NaOH) 
Substrat | Std. pH 
Sse, Ol Osu OSLO Ora) TON co: he SO uie Sea 8.8 
; 6 0,12] 0,19} 0,27] 0,35] 0,37] 0,36} 0,30) 0,18} 0,12 
Gelatine = ~ 
20 0 339 | 0,40] 0,52] 0,62] 0,72] 0,76] 0,77] 0,66) 0,45) 0,26 
es 6 0,10 | 0,17} 0,24! 0,30] 0,39} 0,41] 0,40) 0,35) 0,32) 0,2 
‘asein 
20 0 | 0,32) 0,46} 0,58) 0,66] 0,80] 0,85! 0,83] 0,78} 0,64] 0,52 
dl-Leucyl- 6 0,02] 0,10] 0,16] 0,28] 0,55| 0,47 | 0,30 
diglycin | 20 |— | — | — | — | 0,32] 0,41] 0,65] 0,90] 1,04| 0,88] 0,42 
: : C000 O05 O12 0516) 10,38 DB OS35) 0.24 
Diglycin 
20 "|| ees — | 0,06) 0,22) 0,37] 0,55) 0,70| 0,75) 0,52 | 0,32 
Benzoyl- Caer here) 0.01 Fa COT ez. 140 oe EE ees tare 
diglycin | 99 | —} — | 0,01) — | 0,01) — | 0,01] — | 0,01) — | — 
Cl-acetyl- ae | Pee aA = = eoen ES 
l-phenyl- s 2 
alanin BOP Neelam: faa Se aie ee oa ase 
Versuch 8. Trennung der Prodigiosusproteinasen und der 


Peptidasen. 


8g Acetondauerpraparat, das im Versuch 2 angewandt wurde, 
wurden in 200cem Glycerinwasser (1:1) aufgelést und abzentri- 


fugiert. 


Die obere Fliissigkeitschicht wurde mit n-Essigsiure auf 


Pu 4,0 eingestellt, unter Hiskiihlung 2 mal mit Tonerde Cy (8 ccm 
Suspension=145 mg Al,O3) behandelt und abgeschleudert. 
dem Adsorbat gelang es mir mit 200 ccm 0,04 n-Ammoniaklosung 
die Peptidasenfraktion zu eluieren. 
lésungen habe ich die optimale Reaktion der Proteinase sowie der 
Peptidase beobachtet. 


Aus 


Mit diesen beiden Enzym- 


218 M. Imaizumi: 


TABELLE III. 


Trennung der Prodigiosusproteinasen und der Prodigiosuspeptidasen. 
7ecm Restlésung oder 7c¢cm Eluat+10cem Substratlosung + 20 ccm 
Pufferlésung: 37°C, 20 Stunden. 


Aciditatszunahme in 10 cem 
(cem 0,1 n-NaOH) 
Substrat 
pH Restlosung Eluat . 

Casein 7,6 0,75 0 
Gelatine 7,6 0,78 0 
Pepton 7,6 0,93 0 
Gelatotrypton 7,6 0 0,72 
dl-Leuey]- 

diglycin 8,0 0 1,17 
Diglycin 8,0 0 0,96 
dl-Lencyl- 

glycim 8,0 0 1,05 
Benzoyl- 

diglycin 8,0 0 0 
Chloracetyl- 

1-phenylalanin 7,0 0 0 


Wie aus Tabelle III ersichtlich ist, vermochte nur die Ad- 
sorptionsrestlosung die Hiweisstoffe und das Pepton bei schwach 
alkalischer Reaktion anzugreifen, nicht aber die Peptide und das 
Trypton, wahrend durch das Eluat diese Kérper hydrolysiert 
werden konnten. Es ist wohl von grésserem Interesse, dass Gelato- 
trypton nicht durch die Restlésung, wohl aber durch das Eluat 
angegriffen wurde, das in der Hauptsache auf die Peptidspaltung 
eingestellt ist. 

Diese Tatsache spricht auch fiir die Annahme von Itzioka 
(1937), dass das Trypton sich vom enzymatischen Standpunkt 
anders als das Pepton verhalt und vielleicht einer noch niedrigeren 
Stufe der Eiweissabbauprodukte als Pepsin-Pepton angehéren mag. 
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Aus Tabelle IV ersieht man, dass ein Optimal-Px der Gelatine- 
‘spaltung durch die von Peptidase befreiten Prodigiosusproteinase 
bei Pu 7,5-8,0 liegt und dass ein anderes Optimal-PH von 5,0 beo- 
bachtet wurde. Diese Enzymliésung wurde aber leider sehr rasch 
auch im Hisschrank inaktiviert. 


TABELLE IV. 
Optimal-pH von Prodigiosusproteinasen und Prodigiosuspeptidasen. 
7.cem Restlésung oder 7 ccm Eluat+10cem Substratlésung +20 cem 
Puffergemisch: 37°C. 


Aciditiszunahme in 10 cem Digestionslosung 
(eem 0,1 n-NaOH) 


Substrat pH Enzym 


Std. | 3,3| 4,4] 5,0} 5,5] 6,0] 6,5] 7,0] 7,5] 8,0} 8.5} 8,8 


Adee 6 |0 | 0,20] 0,38] 0,42 0,26 0,20) 0,83] 0,45] 0,45) 0,38) 0,36] 
sam’ | 29 | 0,081 0,41} 0,62| 0,71] 0,56) 0,47| 0,68| 0,79) 0,80] 0,721 0,63, 


d-Leueyl-| © | — | — | — |0,02} 0,10 0,181 0,31) 0,54 0,58) 0,46)0,24) 
diglycin | 20 | — | — | — | 0,23) 0,42] 0,59] 0,90] 1,05] 1,15] 0,91] 0,44 

ee 6 | —| —|—| — |0,06|0.141 0,19] 0,26 0,33/0,36/0,28) 
Bryem | 20 | —| —| — | —+0,35] 0,57] 0,78) 0,88) 0,96) 0,91 0,82) 


Hier sei erwahnt, dass die Eiweisshydrolyse bei Pu 6,5 die sehr 
deutlich bei den Versuchen mit Trockenpulver oder Mazerationssaft 
beobachtet wurde, hier aber beim Versuche mit peptidasenfreier 
Proteinasenlosung nur schwach, sogar schwacher als bei Pu 5,5 
auftrat. 

Die Optimalreaktion der Tripeptid- oder Dipeptidspaltung 
liegt bei Px 8,0. 


Versuch 4. Einfluss von verschiedenen Substanzen auf die 
Prodigiosusproteinasen. 

Wie schon oben beschrieben, wurden in den Prodigiosus- 
proteinasen ein trypsinahnliches und ein anderes kathepsinahn- 
liches Enzym festgestellt. Hier habe ich den Einfluss von ver- 
schiedenen Substanzen auf diese Prodigiosusproteinasen geprift. 
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TABELLE V. 
Einfluss von Enterokinase, Cystein, Schwefelwasserstoff und Cyanwasserstoff 
auf die Prodigiosusproteinasen. 
2ceem Enzymlésung (Glycerinextrakt aus Prodigiosustrockenpulver) wurden 
guerst durch Zusatz von verschiedenen Substanzen bei 37°C 30 Minuten lang 
behandelt und dann unter Zusatz von 10 cem Gelatinelésung und 10 cem Puffer- 
lésung bei 37° aufbewahrt. Nach 0, 6, 24 und 48 Stunden wurde die Aciditiats- 
zunahme in 5 ecm der Verdauungslosung mit 0,1 n-NaOH bestimmt. 


i Verdauungszeit (Std. ) 
Enzym Substanzmenge pH 
6 24 48 
2 cem 0,5 eem (1% Kinaselésung ) 7,6 0,1 0,1 — 
” aroun (CH) ” 0,1 0,2 -- 
” 4,0cem ( » ) ” 0,1 0,1 — 
” Mit H2S gesattigt 5,0 0 —0,1 — 
a 0,5 eem mit HS : 
gesittigte Losung ” 0 0 —0,1 
” 1,0 eem ” ” 0 0 —0,1 
” 40 mg HCN ” (eu) =—0,1 —0,2 
” 80mg » » —0,5 —0,5 = 0,7 
” 160mg » ” —(),7 = 150 — 
” 1/40 Mol Cystein ” 0 0 0 
” W/2Q) ” ” —0,05 —0,15 — 
” W/O 2 ” ” 0 —0,10 = 


Die Tabelle V gibt an, dass die Prodigiosustryptase (Pu 7,5— 
8,0) nur wenig durch Zusatz von Enterokinase, die unaktives 
Trypsin aktivieren kann, beeinflusst werden kann. Cysteinzusatz. 
oder Sattigung mit Schwefelwasserstoff tibt auch fast keine 
Wirkung auf die Enzymldésung aus. Cyanwasserstoff ruft in 
starkeren Konzentrationen eine deutliche Hemmung auf die 
Katheptasewirkung hervor. 


Versuch 5. Prodigiosusproteasen des aufbewahrten 
Prodigiosuspulvers. 


Wie aus Tabelle VI ersichtlich, wies der Wasserextrakt des ein 
halbes Jahr lang aufbewahrten Prodigiosuspulvers noch die Fahig- 
keit der Gelatine-, Casein- oder Peptonspaltung auf, wihrend er 


< 
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TABELLE VI. 
Proteinasewirkung des Wasserextrakts aus aufbewahrtem Prodigiosuspulver. 


4g getrocknetes Bakterienpulver, welche im Vakuumexsikkator bei Raum- 
temperatur 6 Monate lang aufbewahrt wurden, hat man mit 40 cem Wasser bei 
37°C 24 Stunden lang unter zeitweisem Schiitteln extrahiert und abzentri- 
fugiert. Das Zentrifugat wurde zum Versuchszweck im Eisschrank unter Toluol 
aufbewahrt. 2ccm Zentrifugat wurden mit 3 ccm Substratlésung und 10 cem 
Puffer vermischt und unter Toluol bei 37°C 20 Stunden lang digeriert. 


Aciditatszunahme Sumo) 
; Zunahme 
in 5 cem in 2 cem 
Substrat PH (ccm 0,1 n-NaOH) ne) 
6 Std. 20 Std. 48 Std. 
Hieralbumin (E. Merck ) 
2% 7,6 0 0 0,042 
Serumalbumin (E. Merck) 
2% ” 0 0 0,004 
Edestin 
1% ” 0 0 0,034 
Gelatine 
2% % 0,25 0,86 — 
Casein = 
2% ” 0,48 1,35 — 
Pepton 
2% ” 0,32 1,00 = 
Trypton 
pe % ” 0 0,02 | ao 
dl-Leucyldiglycin 
0,05 Mol 8,0 0 0 foe 
Diglycin 
0,1 Mol ” 0 0,03 a= 


Trypton oder Peptide nicht mehr angreifen konnte. Es ist wohl 
auch sehr bemerkenswert, dass in einem Versuch (Tabelle VII) mit 
diesem peptidasenfreien Prodigiosusextrakt zwei optimale Pu- 
Bereiche der Caseinhydrolyse—der eine bei P15,0-5,5 und der 
andere bei. PH 7,5-8,0—beobachtet wurden. Diese Beobachtung 
spricht auch fiir die oben beschriebenen nach dem Adsorptions- 


verfahren beobachteten Resultate. 
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TABELLE VII. 


Optimal-pH der Proteinasewirkung des Wasserextrakts aus aufbewahrtem 
Prodigiosuspulver. 
3 ccm Proteinaseldsung (Bac. prodigiosus), die man aus aufbewahrtem Prodi- 
giosuspulver in der eben beschriebenen Weise bereitet und im Hisschrank 
mehrere Tage lang aufbewahrt hatte, wurden mit 5cem 4%iger Caseinlosung 
und 10 cem Puffer versetzt und unter Toluol bei 37°C digeriert. 


Acidititszunahme in 5 cem (cem 0,1 n-NaOH) 


SS Std. 
<3 6 20 
pH weed 

3,4 0,05 0,21 
4,5 0,15 0,45 
5,0 0,32 0,72 
Bsa) 0,40 0,85 
6,0 0,16 0,57 
6,5 0,27 0,51 
7,0 0,35 0,77 
7,5 0,48 0,94 
8,0 0,42 0,86 


Versuch 6. Einfluss des Erhitzens auf die Prodigiosus- 
proteasen. 


Beim Erhitzen auf 60° schwand die Proteinase- oder Peptidase- 
wirkung ungefahr auf die Hialfte hin. Die hydrolysierende 
Wirkung des Mazerationssaftes auf Trypton, Tripeptid und 
Dipeptid wurde durch Erhitzen auf 70° fast vollig vernichtet, 
wahrend diejenige auf Casein oder Pepton auch grossenteils 
beeinstrachtigt wurde. 

Wie Tabellen 1X und X zeigen, wurde iibereinstimmend mit 
den Resultaten vom Versuche mit Mazerationssaft (Tabelle VIII) 
auch die Wirkung der peptidasenfreien Proteinaselésung des 
Pulverwasserextraktes sowie des Bouillonfiltrates ungefahr zur 
Halfte durch Erhitzen auf 60° (5-10 min.) und bei 70° fast ganz 
vernichtet. Beim Erhitzen auf 50° (10 Min.) wurde die Wirkung 
des Wasserextrakts aber nur wenig beeintrichtiget, wihrend die- 
jenige des Bouillonfiltrats dabei ziemlich stark schwand. Auf 
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TABELLE VIII. 


Thermolabilitat der Proteasenwirkung des Mazerationssaftes von 
Bae. prodigiosus. 
3ccm Mazerationssaft, den man in der gewéhnlichen Weise durch Mazeration 
frischer Keime bereitet und bei verschiedenen Temperaturen wihrend 5 oder 
10 Minuten bei pH 7 erhitzt hatte, wurden mit 3 cem Substratlésung und 10 ecm 
Puffer versetzt und dann unter Toluol bei 37° 20 Stunden lang digeriert. 


Acidititszunahme in 5 cem (ecm 0,1n-NaOH) 
Temperatur Ee Casein Pepton | Trypton See Diglycin 
2G ‘ ‘ 
(2%) (2%) (2%) 19,05 Mo1)| (91 Mol) 
nicht erhitzt 1,47 0,95 143 0,76 1,03 
- 5) 0,81 0,61 0,72 0,52 0,63 
me 10 0,83 0,52 0,62 0,25 0,42 
5 0,45 0,26 0,11 0,05 0,05 
» 10 0,41 0,30 0,10 0,03 0 
2 5 0,10 0,02 0,05 0 0 
a 10 0,04 0 0 
: 5 0 0 0 0 0 
ae 10 0 0 0 0 0 


TABELLE IX. 
Thermolabilitit der Proteinasewirkung des Wasserextrakts aus aufbewahrtem 
Prodigiosuspulver. 


Die Versuchsbedingungen waren dieselben wie bei obigem Versuche. Hier 
wurde aber peptidasefreie Proteinaselosuung aus aufbewahrtem Prodigiosus- 
pulver (Tabelle VI) gebraucht. 


Acidititszunahme in 5 cem (cem 0,1 n-NaOH) 


nicht =fho 60° 70° 80° 
Temp. erhitzt = 
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TABELLE X. 
Thermolabilitit der Proteinaselésung des Bouillonfiltrats von Bae. prodigiosus.. 
5 ecm Bouillonfiltrat +3 ccm Substratlosung +8 cem Pufferlosung: 
37°C, 46 Std. 


Aciditatszunahme in 5 em 
? (cem 0,1 n-NaOH) 
Temperatur Minuten rc 
Casein (2% ) Pepton (2%) 
nicht erhitzt 1,55 alibes : 
5 0,84 0,73 
ee 10 0,80 0,68 
5 1,06 0,72 
oe 10 0,80 0,56 
5 5 0,33 0,26 
ue 10 0,28 0,15 
° 3) 0,06 
Y 10 0 0 
90° i e = 
‘ 10 0 3 


Grund dieser Beobachtungen kann man wohl annehmen, dass eine 
Temperaturerhéhung auf 70° (wihrend 10 Min.) schon genug ist, 


um einen grossen Teil der Proteinasen- sowie Peptidasenwirkung 
von Bac. prodigiosus zu vernichten. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Im Mazerationssaft von Bac. prodigiosus wurde Proteinase 
(PH 6,5-7,5), Tripeptidase-(Px 7,5-8,0), Dipeptidase (Pr 7,5-8,0), 
Acylase-(Px 8,0-9,0) und Halogenacylasewirkung (Pa 075) 
festgestellt. 

2. Diese Acylase- und Halogenacylasewirkung wurden im 
Acetondauerpraparat vermisst, weleches man durch Wiederfallung 
aus Glycerinwasserextrakt von Bakterienpulver bereitet hatte. Das 
Acetondauerpraparat wies noch Proteinase-(PH 6:5: 7:0). 7-5) ene 
Peptidasenwirkung (PH 7,5, 8,0, 8,5) auf. 
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3. Durch das Adsorptionsverfahren bei Pu 4,0 gelang es diese 
beiden Enzymwirkungen zu trennen, indem man Hiweiss- und 
Peptonspaltung in der Adsorptionsrestlésung nachgewiesen hat, 
wahrend das Eluat nur Di-, Tripeptid und Trypton angreifen 
konnte. 

4. Betreffs der Optimalreaktion der Gelatinespaltung durch 
die von Peptidase befreite Restlosung wurden zwei Pu-Scheitel 
aufgefunden; es liegt der eine bei PH 7,5-8,0 (Tryptase) und der 
andere bei PH 5,5 (5,0). 

Diese bei schwach saurer Reaktion eintretende kathepsinahn- 
liche Proteinasewirkung méchte ich vorlaéufig als Katheptase be- 
zeichnen. 

Die starkste Hydrolyse von Tripeptid und Dipeptid trat bei 
Pu 8,0 auf. In einem Wasserextrakt von aufbewahrtem Prodigio- 
suspulver wurden ebenfalls die beiden PH-optimalen Bereiche beo- 
bachtet. 

5. Der Zusatz von Enterokinaselosung blieb fast ohne Einfluss 
auf die bei schwach alkalischer Reaktion wirkende Tryptase- 
wirkung. Schwefelwasserstoff sowie Cystein tibten auch fast keinen 
Einfluss auf die bei schwach saurer Reaktion eintretende Kathe- 
ptasewirkung aus, die aber durch Cyanwasserstoff in hoherer 
Konzentration gehemmt zu werden scheint. 

6. Im Wasserextrakt des 6 Monate lang aufbewahrten Prodi- 
giosuspulvers wurden nur Proteinase- und Peptonasewirkung fest- 
gestellt. Albumine und Edestin widerstanden der Enzymlosung 
sehr stark. 

7. Der Mazerationssaft frischer Keime, der Wasserextrakt des 
aufbewahrten Pulvers sowie das Bouillonfiltrat der Prodigiosuskul- 
tur verloren grossenteils die proteolytische Wirkung durch Er- 
hitzen auf 70° wahrend 10 Minuten. 
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UBER DIE BAKTERIENENZYME. 


V. Mitteilung: Uber die Bakteriencholesterase. 


Von 


MITZIMASA IMAIZUMI. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
Nagasaki. Direktor: Prof. Dr. 8. Utzino.) 


(Eingegangen am 29. November 1937) 


In Bezug auf die tierische Cholesterase haben vor kurzem 
S. Utzino und 8. Tsunoo (1987) im hiesigen Institut festgestellt, 
dass Cholesterinphtalsiuremonoester durch Rinder- sowie Kanin- 
chengewebe (Leber und Niere) und auch durch Kaninchenblut am 
gunstigsten bei PH 7,0-8,0 verseift werden kann. 

Auf Veranlassung von Prof. Dr. S. Utzino habe ich hier weiter 
das Verhalten der Bakterien sowie des Bakteriendigestats gegen- 
iiber Cholesterinester studiert, indem ich als wasserloslichen Ester 
auch Na-Salz des Cholesterinphtalsiuremonoesters angewandt habe, 
der nach Weidemanns Vorschrift (1926) hergestellt wurde. 

Aus der Kulturfliissigkeit von Bac. prodigiosus, proteus, typhi 
sowie von Staphylococcus aureus habe ich Phtalséure oder Chole- 
sterin als Spaltungsprodukte des Cholesterinesters isoliert, wahrend 
weder Phtalsiure noch Cholesterin aus der Kulturlosung von Bac. 
subtilis, coli sowie dysentheriae oder Bac. enteriditis gartneri 
gewonnen wurden. Unerwarteterweise sind diese hier untersuchten 
Darmbakterien nicht imstande den Kster zu verseifen. 

Was die absolute Unfahigkeit zur Verseifung anbetrifft, kann 
man diese wohl mit Sicherheit nach zureichenden Versuchen be- 
haupten, da man bei den Bakterienenzymen immer auch Riicksicht 
auf die Versuchsbedingungen wie Stammesunterschiede, Kultur- 
geschichte oder Substrate ete. nehmen muss. Um die enzymatische 
Spaltung und die optimalen Pu-Werte sicher festzustellen, wurden 
Versuche mit dem Zentrifugat des unter Zusatz von Toluol 2 Tage 
lang aufbewahrten Bakteriendigestats angestellt. Die Subtilisprobe 
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fiel hier auch negativ aus. Bei den positiven Resultaten mit 
Digestat aus Bac. prodigiosus oder proteus hat man die starkste 
Zunahme des Cholesterindigitonids bei Pu 7,0-7,5 beobachtet. Es 
ist hier von grésserem Interesse zu erwihnen, dass das PH-Optimum 
der Bakteriencholesterase auch dem der Gewebscholesterase (1937) 
tierischer Herkunft sehr nahe steht. 


EXPERIMENTELLER TEIn. 


I. Die Spaltung des Cholesterinphtalsauremonoesters 
durch Bakterienkultur. 


1. Versuch mit Bac. prodigiosus. 

In einer Nahrlésung, die 3000 cem destilliertes Wasser, 1% 
Pepton, 0,5% Glucose, 0,8% NaCl, 0,2% (NH4) 2COs, 0,3% KH2PO4 
und 0,1% MgSO, enthielt, wurden 20¢@ Cholesterinester als Na- 
Salz aufgelost. Diese Naihrlosung wurde mit Essigsiure und Soda- 
losung auf PH 7,0 eingestellt und abfiltriert, falls irgendeine Aus- 
scheidung auftrat. Das Filtrat wurde in 10 Kolben, die vorher 
samt,den Wattepfropfen durch Hitze sterilisiert wurden, verteilt 
und nochmals im Wasserdampf sterilisiert. Nach Keimimpfung 
wurde die Kolben bei 37° im Brutschrank aufbewahrt. Nach 40 
Tagen wurde die Kulturlosung auf dem Wasserbade bei Neutral- 
reaktion bis zu 200 cem eingeengt und in einem Scheidetrichter 
mit grosseren Portionen Chloroform wiederholt ausgeschiittelt. Der 
Chloroformextrakt wurde abgedampft und der Rtickstand wieder- 
holt aus absol. Alkohol umkrystallisiert. Die schén glanzenden 
Krystalle schmolzen bei 148° und ihr Acetat bei 114°. Die Misch- 
schmelzpunktprobe mit reinem Cholesterin zeigte keine Depression. 
Die von der Chloroformschicht abgetrennte Fliissigkeit wurde 
weiter mit Ather im Extraktionsapparate einige Tage lang extra- 
hiert. Aus dem Atherextrakt wurde auch Cholesterin wieder er- 
halten. Die wasserige Extraktionsrestlo6sung wurde von der bei 
der Extraktion ausgeschiedenen Masse abgetrennt und nach An- 
siuren mit Phosphorsiure weiterer Atherextraktion unterworfen. 
Diese ausgeschiedene Masse erwies sich als unveriinderter Chole- 
sterinphtalsauremonoester (Schmelzpunkt 153°). 
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Der Atherextrakt wurde abgedampft, der Riickstand in wenig 
Alkalilosung aufgenommen und abfiltriert. Nach Ansiuern wurde 
das Filtrat wiederum mit Ather extrahiert. Aus dem Atherextrakt 
schieden sich ea. 2,5 g Tifelehen aus, die gegen 200° schmolzen. 

Titration: 0,0415 g Substanz brauchten zur Neutralisation 5,0 
eem 0,1 n-NaOH (Phenolphtalein). 


Ber. ftir CsHeO: Mol.-Gew.=166 Gef. 166. 


Als Kontrollversueh wurden 10g Cholesterinester unter 
gleichen Bedingungen ohne Keimimpfung im Brutschrank auf- 
bewahrt und aus dieser Fliissigkeit wurden weder Cholesterin noch 
Phtalsaure isoliert, nur aber Ester. 

Bei den folgenden Versuchen habe ich die gleiche Prozedur 
wie beim Versuch 1. angewandt und gebe hier nur die Resultate an. 
2. Versuch mit Bac. proteus. 

Ca.1,4¢ Phtalséure wurden aus 40 tagiger Kulturfliissigkeit 
mit 12 g Cholesterinmonoester isoliert. 

3. Versuch mit Bac. subtilis. 

Weder Cholesterin noch Phtalsaure wurde gewonnen. 
4. Versuch mit Staphylococcus aureus. 

Aus Kulturfliissigkeit mit 15g Cholesterinester wurden 
ca. 1,2 g Phtalsdure isoliert. 
5. Versuch mit Bac. coli. 

Die Isolierungsprobe der gespaltenen Esterkomponente durch 
Colibazillen war vergeblich. 

6. Versuch mit Bac. typhi. 

Bei diesem Versuche wurde 0,7 g Phtalsiure aus 40 tagiger 
Kulturlosung mit 8 g Cholesterinester isoliert. 

7. Versuch mit Bac. dysentheriae. 

Bei diesem Versuche fiel die Isolierungsprobe der Verseifungs- 
substanz auch negativ aus. 

8. Versuch mit Bac. enteriditis gartneri. 
Es wurden keine Spaltungsprodukte isoliert. 
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II. Die fermentative Spaltung des Cholesterinphtalsaure- 
monoesters durch Bakteriendigestat unter 
Beriicksichtigung der Pu-Werte. 


Frische, aus Plattagarkulturen gesammelte Bakterien wurden 
im 3 fachen Volumen Wasser suspendiert und unter Zusatz 
gentigender Menge Toluol 2 Tage lang bei Zimmertemperatur 
digeriert und abzentrifugiert. Das Zentrifugat wurde im His- 
schrank aufbewahrt und dieser getriibte schwach alkalische Diges- 
tionssaft wurde nach Neutralisieren als Enzymlésung gebraucht. 
5 cem Digestionssaft wurden mit 15 cem Pufferlésung verschiedener 
Pu-Werte (Citronensaure-Phosphat Gemisch) versetzt, die 0,1 g 
Cholesterinmonoester enthielt, und unter Toluolzusatz bei 37° im 
Brutschrank 7 Tage lang aufbewahrt. Das abgespaltene freie 
Cholesterin wurde nach Windaus (1910) als Digitonincholesterid 
bestimmt. Zur Kontrolle wurden Versuche mit Enzymlésung ohne 
Substrat einerseits oder mit Substrat ohne Enzymlosung ander- 
erseits angestellt. 


TABELLE I. 
Spaltung des Cholesterinesters durch Bakteriendigestat. 


Zunahme des Cholesterindigitonids (mg) 
Bakteriendigestat pH 
6,0 6,5 7,0 (RS 8,0 

Bae. subtilis 0 0 0 0 0 
Bae. prodigiosus i 2,8 4,9 5,6 3,2 
Bae. proteus 0,9 1,5 4,1 3,4 aye 
Staphylococcus 

aureus 0,2 0,8 1,8 2,1 2,2 


Wie aus Tabelle I. ersichtlich, liegt das Optimum der 
Bakteriencholesterase bei Pu 7,0-7,5. 
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It has been observed in this laboratory (1935, 1937) that in- 
ereases up to 138 per cent above normal in muscle creatine were 
obtained after the injection of optimum doses of many different 
substances, (amino acids and related compounds, purines and their 
methylated derivatives, etc.). Maximum increases were usually 
obtained in 1 day after the injection of glycine and its derivatives 
and 2 days after the injection of most other substances. At the 
end of 3 days after injection all of this “extra” creatine had disap- 
peared showing that the storage capacity of the muscles for creatine 
is of short duration. The ultimate fate of creatine in the body is 
not known. After feeding some of it is stored in the tissues, some 
may “disappear” or be transformed into other metabolic products 
in the body, and some may be excreted into the urine as creatine 
and creatinine. 

It is our belief that even more creatine is formed after the 
injection of its precursors than is indicated by the increases in 
muscle creatine observed. We have attempted, therefore, in this 
study to trace some of this “overflow” creatine into the urine. 


EXPERIMENTAL. 


Litters of albino rats of approximately 4 months of age were 
used in these studies. They were fed from the time of weaning 
upon our stock diet (1935). Each animal was housed in a round 
bottom cage which allowed a practically quantitative collection of 
urine free from food and feces. Each cage rested upon a 12 inch 
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elass funnel and the urine was collected under toluene in a 100 ce. 
graduate containing enough dilute HCl to keep the urine acid 
during the 3 day collection period. Each funnel was washed down 
with water and the volume of urine was diluted to a definite volume 
for analysis. Total creatinine was determined by the method of 
Benedict and Myers (1927). Preformed creatinine was deter- 
mined by the method of Folin (1914). The total and preformed 
creatinine were determined in the 3 day specimens of urine, from 
which the average daily output was calculated. 

Before injection of the amino acids 9 to 12 control days were 
run. The average daily excretion of total and preformed creatinine 
and creatine for this period was determined. Hence each experi- 
mental animal served as its own control for the urine studies. In 
each litter there were usually 1 or 2 control animals which were 
not injetced and 4 experimental animals. One and one-half milli- 
moles of the amino acid dissolved in 1-2 ce. of 0.9 per cent NaCl 
per 100 gm. of rat were injected intraperitoneally into each ex- 
perimental animal. All determinations of total and preformed 
creatinine were done by one of us (T.S.B.). <A variation in ex- 
cretion of 1mg of total creatinine from control to experimental 
days is considered insignificant in the interpretation of the results 
obtained in this study. No toxicity occurred in any case. 


RESULTS AND Discussion. 


Hight litters of animals were injected with glycine. Results 
for 4 of these are shown in Table I. In litters 1 and 2 no signi- 
ficant increase, with 1 exception, in the excretion of total or pre- 
formed creatinine occurred. On the other hand in litters 3 and 4 
significant increases occurred in 3 out of 5 animals in total 
creatinine and in 4 out of 8 animals in preformed creatinine. In 
a total of 48 animals injected with glycine 29, or 60 per cent showed 
significant increases in the excretion of preformed creatinine. 

When alanine was injected significant increases in the excre- 
tion of total creatinine occurred in 5 out of 8 animals, and in 7 
out of 8 in preformed creatinine. (Table Il). In litter 7, in which 
arginine was injected, significant increases in total and preformed 
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Creatine-Creatinine Excretion. PNT 


creatinine occurred in only 3 out of 8 animals (Table III). Two 
other litters were run on arginine in which 5 out of 8 animals 
showed similar increases. Although some fairly large per cent in- 
creases in creatine excretion occurred in some cases, the absolute 
increases over the control value were usually not more than 1 mg. 

The results of the present study are very variable. The im- 
portant fact is that this variability is due to differences in creatine- 
creatinine metabolism after the injection of the amino acids and 
not to experimental errors. This variability in creatine-creatinine 
excretion was most strikingly shown when different purines and 
their methylated derivatives were injected. This study will be 
reported later. It is possible that in those animals in which in- 
creased excretions of creatine and creatinine did not occur the 
extra creatine which disappears from the muscles during the third 
day after injection was transformed into other metabolic products, 
such as methyl amine or methyl guanidine, and was not excreted 
into the urine. 

The following observers have reported increases in the excre- 
tion of creatine or creatinine in the urine after feeding or injecting 
the following amino acids in some of their clinical cases or experi- 
mental animals: Glycine, Beard and Barnes (1931), Tripoli 
and Beard (1934), Beard, Andes and Tripoli (1934), Stekol 
and Schmidt (1933), Mettle and Slocum (1933), Reinhold, 
et, al (1984), Schmitt (1934), Zwarenstein (1928), Thomas, 
Milhorat and Techner (1932), Scaglioni (1935), Bender 
(1935), Urechia and Retezeanu (1934), Cuthbertson and 
Maclachlan (1934), Reese, Burns and Rice (1935), Klein- 
schmidt(1935), Degan(1937) ; Leucyl-glycine, Gradineseo and 
Degan (1933); Alanine, Beard and Barnes (1931), Zwar- 
enstein (1928) ; Arginine, Beard and Barnes (1931), Shapiro 
and Zwarenstein (1932), Takahashi (1933), Abderhalden 
and Buadze (1929), Sekine (1928-32) and Kleinschmidt 
(1935). 

Terroine, Bonnet and Murot (1936) stated that increased 
protein catabolism is the primary cause of creatinuria, but a 
secondary condition causes the formation of creatine from protein 
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wastes which are normally eliminated in other forms. Mourot 
(1936) stated that creatine excretion was related to the degree of 
protein conversion. Later (1937) he fed rats upon a diet of 
starch, salts and vitamins after amino acid feeding. Creatinine 
excretion was unchanged but the feeding of arginine, histidine, 
glycine and aspartic acid increased the creatine excretion. Masai 
and Fukutomi (1926-32) observed that the administration of 
sarcosine, histidine, urocanie acid, cystine and taurine caused an 
increase in the excretion of creatin or creatinine in the urine. 

The increases in the excretion of preformed creatinine which 
we have observed in the present study point clearly to the fact that 
in the normal aniaml extra creatine is formed and the excess of 
which is then dehydrated and excreted as creatinine rather than 
as creatine in the urine. These results do not confirm the usually 
accepted view that creatinine is of endogenous origin in the body. 
The chief evidence for this view is the constancy of the creatinine 
excretion on a creatine-creatinine-free diet and the difficulty of 
increasing the creatinine excretion by dietary means. These are 
well established facts. However, our interpretation of them differs 
from that of most other investigators. The fact that the creatinine 
output is more or less constant is due, we believe, not to the in- 
fluence of the body weight or endogenous metabolism (1932) but 
simply to a uniform production of creatine from amino acid pre- 
sursors and a uniform dehydration of some of this creatine into 
creatinine, per unit of time, which is then excreted into the urine. 

Some workers at the present time are beginning to deny any 
metabolic relationship between creatine and creatinine (1935). 
Our results show that creatinine may arise from creatine in the 
body. It may also have other mother substances than creatine and 
creatine may form other products than creatinine. Convincing 
proof of the metabolic relationship between these two substances 
was published some time ago by Benedict and Osterberg(1923) 
and Rose, Ellis and Helming (1928). When an increase in 
creatinine excretion occurs after the injection of different amino 
acids it is Just as logical to expect tissue creatine to be an inter- 
mediate product in its formation as to believe that it was synthe- 
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sized directly from its amino acid precursors. 


SUMMARY AND CONCLUSIONS. 


One and one-half mm. of glycine, alanine or arginine per 100 
gm. body weight were injected into young rats and the increases 
in the excretion of the total and preformed creatinine and creatine 
above the control levels was determined. The results were as 
follows ; 

1. In 60 per cent of the animals glycine caused an increase 
up to 138 per cent, alanine in 88 per cent of the animals caused 
an increase up to 78 per cent, and in 50 per cent of the animals 
arginine caused a similar increase, respectively, in the excretion 
of preformed creatinine. Increases in creatine excretion did not 
occur. 

2. The injection of these amino acids in the normal animal 
increases creatine formation in the body some of the excess of 
which is then excreted as creatinine in the urine. It was suggested 
that, in those cases where no increased excretion of preformed 
creatinine occurred, the extra creatine produced in the tissues was 
probably converted into other products. Evidence from the litera- 
ture confirming the above results was discussed. 

Grateful acknowledgement is made of a grant received from 
the Ella Sachs Plotz Foundation for the studies reported in this 


paper. 
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BEOBACHTUNGEN UBER DAS DREHUNGS- 
VERMOGEN DER d-MILCHSAURE UND 
IHRER DERIVATE. 


I. Mitteilung. 


Anhydrisierung der Fleischmilchsiure bei gewéhnlicher 
Temperatur. 


Von 


SHINOGU FUKUDA. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitét eu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Hingegangen am 6. Dezember 1937.) 


Die Tatsache, dass trotz des fortwahrenden Gewichtsverlustes 
der wasserhaltigen Milchsiure im Vacuumexsiceator infolge von 
Wasserabgabe die zur Neutralisation erforderliche Natronmenge 
kontinuirliich abnimmt und dass die bis zur Blauung der bei- 
gemischten Lackmuslosung neutralisierte Fliissigkeit nach einigem 
Stehen wieder rot wird, bietet schon an und fiir sich hinreichend 
Grund dafiir, um den Zerfall der Milchsaure beim Trocknen oder 
beim Erwirmen in Anhydrid und Wasser und die Bildung von 
Lactylmilchséure zu rechtfertigen. 

J. Wislicenus (1872) verfuhr in der Weise, dass er reine 
wasserhaltige Milchsiure zunachst unmittelbar und dann nach 
langerem Verweilen im Exsiccator auf die von ihr zur direkten 
Neutralisation verbrauchte Natronmenge priifte, sodann jedesmal 
mit einem abgemessenen Uberschusse von Normalnatron langere 
Zeit kochte und die Nachsdéuerung durch Zuricktitrieren des 
Natroniiberschusses mit Normalsiure bestimmte. 

Aus den zur direkten Neutralisation und zur Uberwindung 
der Nachsiuerung verbrauchten Normalnatronmengen lassen sich 
die in einem Gemische von Milchséure und ihren Anhydriden vor- 
handenen Bestandteile leicht berechnen. Das Milchsaureanhydrid 
ist zu gleicher Zeit einbasische Saure, einsdurig secundarer Alkohol 
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und einfacher zusammengesetzter Ather. Es wird sich demnach 
zunachst durch ein Molekiil Natron neutralisieren lassen und das 
so entstandene lactylmilchsaure Natrium muss sich durch die Hin- 
wirkung von Wasser, wie alle zusammengesetzten Ather, weiterhin 
partiell zersetzen : 


B 

je COON oe aon 

: 3 i 

sean oe CE Oe CHOH + CHOH 
COOH CH; 


CH, 
und die gebildete freie Milchsdure die neutrale Reaktion um- 
schlagen lassen. Ist die Zersetzung eine vollkommene, wird z. B. 
durch Kochen mit Alkali schnell verseift, so muss ftir die Neutrali- 
sation der Nachsiuerung eben so viel Basis verwendet werden, 
wie zur ersten Sattigung erforderlich war. 

Wislicenus hat auch Tatsachen beigebracht, welche es wahr- 
scheinlich machen, dass die Milchsiure eine chemische Verbindung 
mit Wasser bildet, ahnlich wie dies von der Ameisensiure, Hssig- 
siure und Valeriansaure bekannt ist. Sie nimmt ein Molekiil! 
Wasser auf und geht dadurch in Trihydrat der Formel 


CHs 
CHO ea 
OH 
(G—=Olal 
Now 


uber. Bei tiberschiissigem Wasser existiert in der Lésung neben 
einem solehen Trihydrat noch ein Monohydrat. Immerhin werden 
in einer stark verdiinnten Milchsaure 


CH; 

CHOH CH3 
v H.O + w | on ae aX CHOI 

C—OH COOTL 

Nou 


nebeneinander vorhanden sein. Wird die Menge der Wassermole- 
kiile vermindert, so dissoziiert sich eine gewisse Anzahl von Mole- 
kiilen des Trihydrats zu Monohydrat und Wasser, v und w nehmen 


Anhydrierung der Fleischmilchsiure—I. | 243 


in gegenseitiger Abhangigkeit von einander ab, x wiichst. 

Da bei der Ermittelung der Milchsiure und bei deren physio- 
logischen Untersuchungen ihre optische Eigenschaft eine grosse 
Rolle spielt und bei der Trocknung der Milchsiure die eben 
erwahnte Anhydridbildung stattfindet, so kann man die Verinde- 
rung der optischen Eigenschaften bei ihrer Trocknung nicht ausser 
Acht lassen. 

Genau so wie in der Untersuchung von Wislicenus habe ich 
reine wasserhaltige Fleischmilchsiure, wie sie durch Verdampfen 
der durch Schwefelwasserstoff zersetzten und filtrierten Lésung des 
reinen Zinklaktates, Aufnehmen der Saure in absolutem Ather 
und Abdestillieren desselben gewonnen wird, zunachst unmittelbar 
und dann nach lingerem Verweilen im Exsiccator auf die von ihr 
zur direkten Neutralisation verbrauchte Natronmenge gepriift, 
sodann mit einem abgemessenen Uberschuss von Normalnatron 
langere Zeit gekocht und die Nachsauerung dureh Zuriicktitrieren 
des Natroniiberschusses mit Normalsdéure bestimmt. Jedesmal 
wurde zugleich die spezifische Drehung gepriift. 

Zur Ausfiihrung der Bestimmungen wurde eine abgewogene 
Menge der Saure in Wasser gelost und mit n/10 NaOH austitriert 
=(x+y)eem. Nach Zusatz eines abgemessenen Uberschusses wurde 
die Gesamtmenge notiert=(x+2y+t)ecem, eine halbe Stunde in 
gelindem Sieden erhalten und mit n/10 H2SO, zuriicktitriert 
=(t)eem. So wurde durch Subtraktion dieser Menge von dem 
ganzen angewendeten Volumen die zur Bildung von milchsaurem 
Natrium angewendete Natronmenge=(x+2y)cem ermittelt und 
durch Subtraktion des zur direkten Sattigung erforderten 
Quantums (x+y) der Wert y ccm, und mittelst desselben x cem 
gefunden; xergab durch Multiplikation mit 0,009 g (Molekular- 
gewicht der Milchsiure in 1/10mg) die Milchsduremenge und 
2y X0,0081 g¢ (0,0081g=dem halben Molekulargewicht des An- 
hydrids in gleichem Wert) die Anhydridmenge. 

Am iibersichtlichsten werden sich die Ergebnisse der Unter- 
suchung in tabellarischer Form darstellen lassen. 

Auf Grund dieser Tabelle ergibt sich folgende graphische 
Darstellung, bei welcher auf der Ordinate die prozentuale Menge 
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der Milchsiure und Lactylmilchsaure, auf der Abszisse der Wert 
der spezifischen Drehung eingetragen ist. 


+4+2 0-2-4 -6-8-10-12 -16 -20 -24 -28 -32 -36 -40 -44 -48 -52 -56 -60 -64 
<— Wert der spezifischen Drehung —~ 


Aus den vorstehend mitgeteilten Untersuchungsresultaten 
ersieht man, dass im Anfangsstadium der Trocknung der Milch- 
sdure eine Erscheinung der Mutarotation auftritt. Der Gedanke 
drangt sich auf, ob sich das Trihydrat der Milchsaure nach dem 
Verdunsten des Wassers nicht in Monohydrat verwandelt, dessen 
Menge bzw. Rechtsdrehung sich mit der Zeit vermehren miisste. 
(No. 1-No. 4). Wenn die Lactylmilchséure durch Wasserabspal- 
tung aus Monohydrat gebildet wird, nimmt die Linksdrehung 
allmahlich zu. 

Der Gehalt der Losung an Fleischmilchsiure und Lactylmilch- 
sdure kann direkt durch spezifische Drehung der Losung ermittelt 
werden. 

Unter Bericksichtigung der Drehungsveranderung und der 
Nachsauerungserscheinung, die Wislicenus auch sehon genau 
konstatiert hatte, kann man die Trocknung der Fleischmilchsiure 
folgendermassen darstellen. 
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8 eer 
= $$ 5 = a S Mengen der Mengen der 
Qe Zo Ta 5 6 Componenten Componenten 
Ze Sto 4 Se D = in Grammen in Procenten 
Ee) a & = Sane 
Wal es Ss (ce = Sie - 
bo & oe 8 OE 2 2 2 >) 
RQ a-|s x ee = ao en pt ee = es ecg eee 
2 |e 5 a lee] Ee | = |as| 2 
Ss |g eS ane hal 2 
1 | 0,2498) +2,40°| 24,8 | 0,0 | 24,8 | 0.0 | 0,0266| 0,2232/0,00 |10,65/ 89,35] 0,0 | 100 
2 |0,2830] +2,12 | 29,8 | 0,1 | 29,7 | 0.2 | 0,0141] 0,2673] 0,0016] 4,98 | 94,45] 0,57| 100 
3 |0,2424| +2,89 | 25,9 | 0,3 | 25,6 | 0,6 | 0,0071) 0,2304] 0,0049| 2,93 | 95,05] 2,02] 100 
4 /0,2044| +3,42 |21,7 | 0,4 | 21,3 | 0,8 | 0,0062/ 0,1917} 0,0065] 3,03! 93,79] 3,18] 100 
5 |0,2506) +0,8 | 26,36) 0,62/ 25.74) 1,24) 0,0089| 0,2317| 0,0100| 3,55/ 92,46] 3,99] 100 
6 | 0,2500) +0,4 | 26,24) 0,7 | 25,54} 1,4 | 0,0088) 0,2299] 0,0113! 3,52 91,96] 4,521 100 
7 | 0,2284 0,0 | 24,2 | 0,9 | 23,3 | 1,8 | 0,0041) 0,2097| 0,0146] 1,8 | 91,81] 639/100 
8 | 0,2354| —0,85 | 24,91) 1,1 | 23,81) 2,2 |0,0043/ 0,2143] 0,0178) 1,4 | 91,03) 7,56] 100 
9 | 0,2220) —2,25 | 23,3 | 1,22] 22,08) 2,44! 0,0035] 0,1987]| 0,0198] 1,58| 89,5 | 8,92) 100 
10 | 0,2268} —3,53 | 23,64) 1,45] 22,19] 2,9 | 0,0036) 0,1997| 0,0235] 1,59 | 88,05] 10,36] 100 
11 | 0,1250| —4,0 |12,94| 0,84/12,1 | 1,68) 0,0025) 0,1089] 0,0136] 2,03 | 87,11 10,86] 100 
12 | 0,1969} —5,08 | 20,18) 1,45/18,73/ 2,9 | 0,0037| 0,1696| 0,0236| 1,86 | 86,14) 12,0 | 100 
13 | 0,2331] —7,72 | 23,70) 2,32] 21,38] 4,64] 0,0031] 0,1924] 0,0376] 1,33 | 82,54] 16,13] 100 
14. | 0,2130] —10,32 | 21,32} 2,56/18,76| 5,12) 0,0027| 0,1688| 0,0415] 1,27 | 79,25] 19,48] 100 
15 | 0,1942| —14,41 | 18,7 | 3,12) 15,58) 6,24| 0,0034} 0,1402| 0,0506 1,76 |-72,19) 26,05] 100 
16 |0,1874) —16,54 | 17,77) 3,53/14,24| 7,06) 0,0020) 0,1289| 0,0572| 1,07 | 68,41! 30,52) 100 
17 |0,1990| —17,59 | 18,7 | 4,21/14,49) 8,42) 0,0004, 0,1304/ 0,0682) 0,20 | 65,53) 34.27] 100 
18 | 0,1502| —20,0 [13,65] 3,63|10,02/ 7,26) 0,0012] 0,0902| 0,0588] 0,8 | 60,05] 39,15] 100 
19 | 0,1316] —22,0 | 11,51] 3,63) 7,88] 7,26/ 0,0019| 0,0709} 0,0588} 1,44 | 53,88) 44,68] 100 
20 | 0,1334) —24,0 | 11,43] 4,0) 7,43] 8,0 |0,0017) 0,0669| 0,0648| 1,27 | 50,15} 48,58] 100 
21 | 0,2132| —25,3 |18,06| 6,81) 11,25] 13,62] 0,0017| 0,1013| 0,1103] 0,69 | 47,51] 51,73] 100 
22 |0,1416| —26,48 | 11,81} 4,64) 7,17} 9,28] 0,0017/ 0,0645] 0,0752| 1,34 | 45,55] 53,11) 100 
23 | 0,2144) —28,45 | 17,48] 7,39) 10,09] 14,78) 0,0038| 0,0908) 0,1197| 1,82 | 42,35] 55,83] 100 
24 | 0,1718] —30,27 | 14,01] 6,2 | 7,81)12,4 | 0,0011) 0,0703/ 0,1004| 0,63 | 40,93] 58,44) 100 
25 | 0.1750} —33,14 | 13,94} 6,72) 7,22] 13,44] 0,0012) 0,0650] 0,1088! 0,69 | 37,14] 62,17] 100 
26 | 0,2106) —36,1 | 16,25] 8,53] 7,72|17,06| 0,0029) 0,0695) 0,1382| 1,38 | 33,00) 65,62] 100 
27 | 0,1705| —37,54 | 13,06] 7,09) 5,97] 14,18] 0,0019| 0,0537/ 0.1149] 1,11 | 31,50] 67,39) 100 
28 | 0,1914) —40,75 |14,31} 8,5 | 5,81/17,0 | 0,0014| 0,0523) 0,1377| 0,74 | 27,32] 71,94] 100 
29 | 0,1959] — 42,37 |14,36| 9,05] 5,31] 18,1 | 0,0014] 0,0478) 0,1467| 0,7 | 24,41) 74,89] 100 
30 | 0,2789| —43,03 | 20,3 |13,1 | 7,2 | 26,2 | 0,0019) 0,0648) 0,2122/ 0,69 | 23,23] 76,08] 100 
31 | 0,2746| —45,2 | 19,51) 13,4 | 6,08) 26,8 | 0,0023) 0,0547| 0,2176] 0,84 | 19,92] 79,24] 100 
32 | 0,2524| —47,15 |17,74| 13,1 | 4,64] 26,2 | 0,0016/ 0,0416| 0,2122] 0,63 | 16,56] 84,07] 101.26 
33 | 0,2220] —48,65 | 15,43/11,9 | 3,54/23,8 | 0,0025| 0,0319] 0,1926) 1,11 | 14,35] 86,76] 102.23 
34 | 0,1857| — 50,62 | 12,69] 10,2 | 2,46] 20,4 | 0,0021| 0,0221] 0,1657| 1,13 | 11,62] 89,51) 102.26 
35 | 0,2076] —55,88 | 13,88]11,9 | 1,96/ 23,8 | 0,0031| 0,0176] 0,1931] 1,52} 8,49] 93,03} 103.04 
36 | 0,2284, —58,2 | 15,09) 13,5 | 1,59] 27,0 | 0,0046] 0,0143] 0,2187| 2,02] 6,25] 95,76] 104.03 
37 | 0,1954| —61,41 |12,56/11,8 | 0,76|23,6 | 0,0026| 0,0068] 0,1912) 1,33) 3,48] 97,85] 102.66 
38 | 0,1464] —64,21 | 9,45) 9,0 | 0,45/18,0 | 0,0034| 0,0040] 0,1458] 2,35| 2,76] 99,59] 104.70 
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BEOBACHTUNGEN UBER DAS DREHUNGS- 
VERMOGEN DER d-MILCHSAURE UND 
THRER DERIVATE. 


Il. Mitteilung. 
Benzoylierung der d-Milchsiure. 


Von 
SHINOGU FUKUDA. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit zu Taihoku. 
Vorstand: Prof. Dr. M. Tomita.) 


(Eingegangen am 6, Dezember 1937.) 


Wislicenus (1865) beobachtete bei der Bereitung der Ben- 
zoemilchsaure, dass dieselbe sich beim Umkrystallisieren aus Wasser 
regelmassig zum Teil in 6lformigen Tropfen ausschied, welche beim 
Erkalten nicht krystallinisch erstarrten. Es stieg in ihm die Vermu- 
tung auf: in dieser dligen Saure liegen vielleicht benzoylierte Milch- 
sdure und Strecker’s(1854) krystalline lactylisierte Benzoesiure 
vor. 

Die Frage, ob diese Verschiedenheit des Verhaltens wirklich 
die Existenz und gleichzeitige Entstehung zweier verschiedener, 
metamerer Benzoemilchsauren, einer lactylisierten Benzoesaure und 
einer benzoylisierten Milchséiure ermoglicht, war interessant genug, 
um ein naheres Studium zu rechtfertigen. 


A. Benzoyl-d-Milchsaure. 

Reine Fleischmilchsiure, die aus Muskelfleisch dargestellt und 
als Zinksalz gereinigt wurde, wurde mit Benzoylchlorid gemischt 
und auf 110° erhitzt. Nach vélligem Erkalten wurde das Produkt 
mit der Lisung einer Sodamenge gekocht, welche genau die gebil- 
dete Benzoylmilchsdure zu sittigen vermochte. Die erkaltete, von 
dem Riickstand abgegossene Loésung wurde mit immer neuen 
Portionen Ather geschiittelt, bis die letzte keine saure Reaktion 
mehr zeigte, der geloste Ather durch Kochen entfernt und das 
Salz durch Salzsiiure zersetzt. Es schieden sich élige Niederschlage 
aus, welche im Hisschrank bald krystallinisch erstarrten. Nach 
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dem Umkrystallisieren aus Benzol schmolzen die Krystalle scharf 
bei 84°, d.h. etwa 28° niedriger als die racemische Benzoylmilch- 
siure von Strecker (1854) und Wislicenus (1868). 
0,0503 g Substanz gaben 0,1134 g COz und 0,0243 g H20, 
0,4081 g Substanz verbrauchten n/10 NaOH 21,08 ccm. 
Ber. fiir CiuHwO:: C 61,86% H 5,16% Mol. gew. 194 
Get: 5, GI54995 S37, 7 LOS:6. 
Die Krystalle sind in Wasser kaum léslich. Dagegen lésen sie 
sich leicht in Ather, Alkohol, Aceton und Benzol. 
In Alkohol- und Benzollésung dreht die Substanz nach rechts: 
[a]9°= +15,91° in Alkohollésung, 
[a]%° = +44,31° in Benzolldésung. 
Durch Erhitzen mit Natronlauge erfolgte eine Spaltung, indem 
sich Benzoesiure und d-Milchsaure bildeten. 
Auf Grund der Analyse und des Spaltungsversuches wurde 
die Substanz als Benzoyl-d-Milchsdéure erkannt. Bei diesem Ver- 
suche konnte ich keine olformige Substanz erhalten. 


B. Olige Benzoylverbindung. 


Bei der Darstellung einer Portion Benzomilechsiure nach 
Streckers (1854) Methode machte Wislicenus (1865) zunichst 
betreffs der Ausscheidung der nach Vorschrift gereinigten Saure 
aus heisser wasseriger Losung ganz dieselbe Beobachtung—ein 
grosser Teil setzte sich regelmissig in nicht erstarrenden dligen 
Tropfen ab. Er hat bei der Bereitung dieser 6ligen Saure immer 
mehr oder weniger getrocknete Milchsaure gebraucht. Da ich wie 
erwahnt bei der Benzoylierung der reinen wasserhaltigen Fleisch- 
milchsdure nur die krystalline Verbindung darstellen konnte, so 
habe ich zunachst die durch monatlanges Stehen im Exsiceator 
vollkommen von Wasser befreite Milchsa’ure, deren spezifische 
Drehung —25,51° war, in bekannter Weise benzoyliert. Dabei 
beobachtete ich, dass in erkalteter wasseriger Lisung teilweise die 
dlartig abgeschiedene Siure noch lange Zeit fliissig blieb. Die 
spezifische Drehung dieser Lésung betrug +1,38°. Wurde sie aber 
mit Sodalésung behandelt, so schied sich krystalline Benzoyl-d- 
Milchsadure aus, deren spezifische Drehung +15,36° betrug. 
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Es kann danach zuniichst die Vermutung aufsteigen, die 
dlartig aus erkaltender wisseriger Lisung abgeschiedene Sure 
konnte vielleicht als Benzoyl-Lactyl-Milchsaure vorliegen ; ich iiber- 
zeugte mich durch weiteren Versuch von der Richtigkeit dieser 
Annahme. Wurde nimlich stark getrocknete Milchsiiure, deren 
spezifische Drehung —49,36° betrug, die also, wie es in meiner 
graphischen Darstellung leicht ersichtlich ist, 87% Lactyl-Milch- 
saure und 13% Miulchsaure enthielt, benzoyliert, so bekam ich 
dlartige Benzoylverbindung ([a]?°=—12,73°). Bei der Ein- 
wirkung von Sodalésung wurde krystallinische, aber noch teilweise 
dlartige Verbindung erhalten. Die spezifische Drehung dieser Ver- 
bindung ist +7,83°. Wenn man diese Substanz wiederum mit 
Sodalésung behandelte, so erhielt man reine krystalline Benzoyl-d- 
Milchsaure, deren spezifische Drehung +15,57° betrug. 


Trocknung der Milchsiure 


L 
monatelange Trocknung im Exsiccator noch starkere Trocknung 
fade = — 25,51° [a] 3° = —49,38° 
d-Milchsaure 47% d-Milchsaiure 13% 
Lactylmilchsaure 52% Lactylmilchsaure 87% 
J (Benzoylierung ) | (Benzoylierung ) 
[a] 7° = +1,38° [a]° = —12,73° 
Benzoyl-d-Milchsiure (groésster Teil dlartig) : 
Benzoyl]-l-Lactylmilchsiure Benzoyl-d-Milchsaure (kleiner Teil) 
Benzoy1-l-Lactylmilchsaure (grosser Teil) 
| ( + NasCOz) 1 (+NazC0s) 
[a] p° = +15,36° [a]iS° = +7,83° 
Benzoyl-d-Milchsiure (teilweise Olartig ) 
(Krystall) Benzoyl-d-Milchsiure (grosser Teil) 


Benzoyl-l-Lactylmilchsaure (kleiner Teil) 
| ( =r Na.COs;) 


[a] = +15,57° 
Benzoyl-d-Milchsiure 
(Krystall) 
Der Ubersichtlichkeit halber sind die Ergebnisse meiner Unter- 
chungen im vorstehend schematisch dargestellt. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 


XXX. On the iodometric method employed by us for 
determination of glucuronic acid. 


By 


YASUHISA TANABE. 


(From the Medico-Chemical Institute, Hokkaido Imperial University, Sapporo. 
Director: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication December 15, 1937.) 


A detailed account on former determination-methods of 
glucuronic acid and a discussion on their availability were given 
recently by Furth and Peschek (1936). According to these 
authors, an accurate evaluation of the acid is merely attained 
when iodometric measurement of distilled furfural is combined 
with the colorimetric procedure and is further supplemented by 
the gravimetric analysis of CO. which is liberated by hot phos- 
phorie acid. Thus what they recommended is very toilsome to 
follow and, if one limits one’s self to a single procedure, the figures 
obtained do not appear to indicate more than approximate values. 
The COs-method is more specific than the furfural method, but, 
as Burkhart, Baur and Link noticed with their elaborate micro- 
method, carbohydrate substances like sugars, starch, cell-wall 
polysaccharides, and certain organic acids also yield small quanti- 
ties of carbon dioxide, when boiled with a mineral acid. Jorpes 
(1937) remarked, moreover, that the compound like heparin is 
much more resistant to HCl in the Tollens-Lefévre analysis than 
are ordinary glucosides containing the hexuronic acid. 

For these reasons, we have to be satisfied for the present with 
a not so precise analysis, especially for determination of glucuronic 
acid in glycoproteins, the prosthetic groups of which are allied to 
heparin and are now under investigation in this laboratory. In 
this sense, the figures listed below establish the availability of the 
iodometric method which is based on the principle of Handel and 
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has been employed by us. This communication is concerned with 
a close examination of this method. 


PROCEDURES OF THE METHOD. 


A substance containing 2-8 mg of glucuronic acid is weighed 
and boiled gently with 20 ce. of cone. hydrochloric acid (sp. gr. 
1.19) in a micro-Kjeldahl flask of 250 cc. capacity with a spiral 
reflux (ground joint). After 40 minutes, it is cooled and 10 ce 
of water are run through the condenser into the flask; then the 
solution is stringently neutralized to phenolred with solid sodium 
carbonate (anhydrous) and submitted to steam distillation, which 
is continued for 30 minutes. During the distillation the volume of 
the solution is so maintained as to be just saturated continuously 
with sodium chloride. To the distillate, 5 ec. of 0.01n NaHSO: 
solution and, after 20 minutes, 10 ce. of 0.01 n. iodine solution are 
pipetted and, after the following 5 minutes, the excess of iodine 
is titrated back with 0.01 n. thiosulfate solution. 

Calculation: lec. of thiosulfate solution corresponds to 0.48 
mg of furfural. Glucuronie acid is calculated by multiplying the 
amount of furfural by 7. . 


EXPERIMENTAL. 
1. The duration of heating with HCl. 


6-Naphtholglucuronice acid (air dry substance which contains 
2 molecules of crystalline water) was taken for analysis. 30 to 
45 minutes of heating gave the best yields of furfural as is illu- 
strated in Table I. 
2. Multiplication factor for calculation of glucuronic acid 
from the yield of furfural by the present 
procedures. 


P-Naphtholglucuronic acid was estimated by continuing the 
HCl-treatment for 40 minutes. The glucuron computed according 
to Jolles from the yield of furfural did not reach the amount em- 
ployed. The writer recommends 7 as the multiplication factor for 
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the caleulation of glucuronie acid. 
Table II illustrates the relationships of this factor and Jolles’ 


to the theoretical amount. 
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TABLE I. 
B-Naphtholglucuronie | Amount of ; 
D ; acid taken for furfural ae : 
om analysis produced eale. 
heating 
— in terms of 
ae glucuron me mS o 
tls) al! Bro 0.4706 2.82 80.3 
6.2 3.07 0.4141 2.48 80.8 
30 9.6 4,75 0.7585 4.55 95.8 
7.0 3.46 0.5279 By lif 91.6 
45 O7 4.80 0.7585 4,55 94.8 
5.8 2.87 0.4459 2.68 93.4 


* Glucuron was calculated by multiplying the amount of furfural by 6 


according to Jolles. 


TABLE II. 

B-Naphtholglucuronic Amount of | Glucuron eale. pene tae 
_ ; aie ° cale. by multip. 

acid taken for furfural according to Stdntaral 

lysis produced Jolles ee 

arose yeild by 7 

in terms of Ee a of 
mg glucuron goer mg mg % mg % 
mg mig 

4.34 2.18 2.36 0.3373 2.02 94.0 2.36 100.0 
5.40 2.67 2.94 0.4144 2.49 93.3 2.90 98.6 
6.50 3.21 3.54 0.4867 2.92 91.0 3.41 96.3 
8.67 4.29 4.72 0.6506 3.90 90.9 4.55 96.4 
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3. In Table III are given the yields of furfural from 
elucuronie acid and their derivatives by our analytical procedures, 
and in Table LV, those from other kinds of sugar and proteins. 


TABLE III. 
Yield of Furfural. 


ie eage Furfural Furfural x 7, 
KET E . 5 
Substance ; yield eale. as % of glucuronic 
pgs analysis mg acid content 
mg 
Glucuroni¢ acid* 8.0 1.1551 101.1 
7.6 1.0323 95.0 
Sodium borneol- 5.4 0.3922 97.0 
glucuronatet 
6.56 0.4771 97.1 
8.2 0.5928 96.6 
Chondrosinester- 21.2 1.1318 81.0 
hydrochloride* 
23.0 1.1869 78.1 
18.1 1.0327 86.4 
15.5 0.8940 87.4 
7.4 0.4714 96.5 


* dried constant in vacuo at room temperature. 


+t air dry substance which contains 2% molecules of crystalline water. 


In case of chondrosinester, in which molecule glucuronic acid 
assumes a very resistent state, the yield of furfural was not con- 
stant and a theoretical amount was hardly obtainable. Other kinds 
of sugars, pentoses and, to a less extent, rhamnose yielded much 
furfural, as was expected. It was scarce in the case of fructose, 
but proteins, which are devoid of glucuronic acid, were seen still 
to give minimal amounts of volatile aldehydes. 

The present method is consequently applicable with certain 
reservations to substances which contain neither pentoses nor 
methylpentoses. 
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TABLE IV. 
Yield of Furfural. 


eee. Amount taken] etd eate, expressed 43 
Substance for ee as % of the % of the 
g 
substance substance 
4.8 14.5 101.5 
Xylose 
2 (Kahlbaum 04081-A 1211) spe ae sll 
2 a 4.66 14.2 99.4 
2 3.944 13.8 96.6 
aj Arabinose 3.944 14.2 99.4 
(Kahlbaum 0458-A 6030) 4.45 13.8 96.4 
4.45 13.6 95.1 
32.1 0.83 5.8 
Glucose 36.5 0.82 5.8 
(BE. Merck 8347) 41.7 0.78 5.5 
37.2 0.87 6.1 
$ Galactose Aes ve oF 
Z E. Merck 4060) 99.9 118 83 
i 
= | tame a eas 
vale i= . . . 
(E. Merck 5985) 42,9 1.08 7.5 
Fructose 55.9 0.03 0.2 
(E. Merck 5320) 128.9 0.06 0.4 
Glycogen 36.4 0.73 5.1 
(Kahlbaum 1203 E.) 45.0 0.81 5.7 
Rhamnose 3.264 5.0 35.2 
(E. Merck 3311) 3.264 4.3 30.6 
48.0 1.0 Teal 
g z Glucosamine-HClt ae a oe 
5 oo 13.07 1.2 8.6 
% Chondrosamine-HClt LOT 0.4 2.5 
22. 15 1.0 
Casein Hammarsten ae 3 ; ae 1.0 
Ga Merck) 113.5 0.12 0.8 
: Pion 0.042 0.3 
A Serum albumin 110.1 0.03 0.2 
= (Kahlbaum 0160-A 7020) 996.4 0.049 0.4 
a : 55.6 0.42 2.9 
Ovomucoidt ae 0.46 29 
2 50.9 OT 2.4 
Serum mucoidt 39.3 0.33 2.3 
* The substances were dried constant in vacuo over P2O;, and in rhamnose 
at room temperature, and in other cases at 78°C. 
+ Prepared and purified in this laboratory. 
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UBER DIE BAKTERIENAMIDASE. 
Von 


SENJI UTZINO, MITZIMASA IMAIZUMI unp MITSUO NAKAYAMA. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
Nagasaki. Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Hingegangen am 18. Dezember 1937.) 


Ks ist schon seit langerer Zeit beobachtet worden, dass Bakterien 
aus gewissen Substanzen wie Eiweiss, Pepton, Aminosiure, Purin- 
korper, Harnstoff, Asparagin ete. Ammoniak abspalten kénnen. 
Seitdem Musculus (1876) im Krankenharn ein ureaspaltendes 
Enzym aufgefunden hatte, ist Micrococcus ureae ein Gegenstand 
der Untersuchung von vielen Autoren geworden und S. Lea (1885) 
und Beijerinck (1901) gaben an, dass die Ureasewirkung der 
Bakterien durchaus intracellular war. Es sollte aber M. Jacoby 
(1917) und T. Takahata (1923) gelingen, eine Urease-Enzym- 
losung aus an Tontellern oder in Glasschalen getrockneten Proteus- 
bakterien zu gewinnen. 

Was die Spezifitat der Sojaurease anbetrifft, hat schon Take- 
uchi (1909) Versuche mit Aminosduren, Kreatinin, Guanin, Harn- 
sdure, Allantoin, Benzamid und Biuret, und dann Armstrong 
und Horton (1912) solche mit Mono- und Dimethylurea nebst 
Modifikationen angestellt. Nach M. Jacoby (1916) spaltete eine 
Kulturfliissigkeit (Bakterien nicht angegeben) spezifisch nur Harn- 
stoff, nicht aber Acetamid, Thioharnstoff und Methylurea. Uber 
die Amidasewirkung von Schimmelpilzen sind nur die Angaben 
von A. W. Dox (1909) und von Shibata (1904) bekannt. In 
der vorliegenden Arbeit haben wir die Amidasewirkung der 
Digestionslosung frischer oder getrockneter Keime unter Bertick- 
sichtigung der Wasserstoffionenkonzentration untersucht. Um zur 
Kenntnis der Spezifitit der Harnstoffspaltung durch Bakterien- 
enzyme ein Weiteres beizutragen, priiften wir zuerst die Ammoniak- 
abspaltung aus Harnstoffderivaten durch verschiedene Bakterien- 
enzyme. Harnstoff wurde durch alle hier untersuchten Bakterien, 
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am stirksten durch Bac. proteus sowie Staphylococcus aureus 
gespalten. Alkylurea wurde auch, obgleich in schwacherem Grad, 
durch alle Bakterien ausser Typhus- sowie Dysentheriebazillen 
angegriffen, wihrend Bromural und Thiourea intakt blieben. Es 
wire von grésserem Interesse, dass Biuret durch solche Bakterien, 
welche eine starke Ureaspaltung erwiesen, und auch durch 
gereinigte Sojaurease angegriffen werden konnte. Das Optimal- 
Pu der Biuretspaltung durch Bakterienenzyme legt bei Neutral- 
reaktion, was auch bei der Ureaspaltung der Fall war. Cyanur- 
sdure, welche durch Sojaurease nicht gespalten werden konnte, 
wurde durch Bae. subtilis deutlich angegriffen und das Optimal-PH 
der Ammoniakzunahme entspricht einem Wert von PH 8,0. Hier 
sei noch hervorgehoben, dass diese Ammoniak abspaltende Wirkung 
aus Biuret oder Cyanurséure schon in der Digestionslosung der 
getrockneten Proteus- oder Subtilisbakterien vermisst wurde, 
wahrend ausgepragte Ureasewirkung noch in der Losung beobachtet 
wurde. Acetamid, Oxamid und Benzamid wurden auch durch 
Bakterienenzyme gespalten, die aber der Wirkung der Sojaurease 
stark widerstanden. Die Optimalreaktion der Ammoniakabspal- 
tung aus diesen Saéureamiden durch Bakterienenzyme liegt bei 
Pu 7,5-8,0. Beztiglich der genauen Optimalreaktion der Amidase- 
wirkung kann man nicht die Verschiedenartigkeit der Bedingungen 
vernachlassigen, da z.B. nach ausgiebigen Untersuchungen von 
St. Lovgren (1921) verschiedene Harnstoffkonzentrationen ver- 
schiedene Pu-Optima zeigen sollen. 


EXPERIMENTELLER TIL. 


1. Enzymlosung: Aus Plattagarkulturen gesammelte frische 
Bakterien wurden im 3 fachen Volumen Wasser suspendiert und 
unter Zusatz von gentigender Menge Toluol bei 37° 2 Tage lang 
unter zeitweiser Schiittelung digeriert und abzentrifugiert. Dieses 
zentrifugierte Digestat wurde als Enzymlésung bei den Versuchen 
angewendet (Versuch 1, 2, 3, 4, 5 u. 6). Bei den anderen Ver- 
suchen wurden die aus Massenkulturen auf Plattagar gesammelten 
Bakterien mit Aceton und Ather behandelt und im Exsikkator tiber 
SOsH»2 getrocknet. Das im Morser zerriebene Bakterienpulver 
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wurde mit Toluoldampf sterilisiert. 3g Trockenpulver wurden mit 
50 eem Wasser bei 37° 24 Stunden lang digeriert und abgeschleu- 
dert (Versuch 7). 

2. Versuchsansatz: Das Digestat wurde mit Substrat und 
Pufferlosung unter Toluolzusatz bei 37° aufbewahrt. Nach 
gewisser Zeit wurde das abgespaltene Ammoniak im Gesamt- 
versuchsansatz nach Folin mit 0,02 n-H2SO,4 bestimmt. Als Kon- 
trollversuch wurde Enzympufferlésung ohne Substrat unter den 
gleichen Bedingungen wie im Hauptversuch der Digestion unter- 
worfen. In der Tabelle ist die kontrollierte Ammoniakzunahme 


angegeben. 


Versuch 1. Harnstoffspaltung durch Bakteriendigestat. 


2cem zentrifugiertes Digestat wurden mit 1 ecm Molldsung 
von Urea und 20 cem 1/15 Mol Phosphatpuffer vermischt und unter 
Toluol bei 37° aufbewahrt. Nach 3 Tagen wurde das Ammoniak 
nach Folin mit 0,02 n-HsSO, bestimmt. Die Ergebnisse sind in 
nachfolgender Tabelle angegeben. 

Wie aus Tabelle I ersichtlich, wurde Harnstoff durch Bae. 
proteus (PH 6,0-8,0) und Staphylococcus aureus (Pu 7,0—-8,0) sehr 
stark und durch Bae. subtilis (PH 8,0), pyoeyaneus (Px 7,0-8,0) 
und coli (PH 6,0-8,0) missig stark gespalten, wahrend die Urea- 
spaltung durch Bac. typhi und dysentheriae sehr schwach war. 


TABELLE I. 
Ammoniakmenge (cem 0.02 n-H2SO;) 
Bakterien Pu 
5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 
B. subtilis 9,2 10,2 9,5 22,4 8,6 
B. proteus 20.9 39, 39,0 36,8 25,6 
B. prodigiosus 0,3 2,0 12,6 14,0 9,4 
B. pyocyaneus 0,5 3,5 16,8 17,5 11,4 
B. coli 10,7 22,7 23,6 23,5 18,7 
Staphylococcus aureus 23,6 4,2 38,5 40,5 20,1 
B. typhi 1,9 6,5 5,9 Bs) 152 
B. dysentheriae 0,6 1,2 3,8 on 1S} 
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Versuch 2. Spaltung von Monoaethylurea, Dimethylurea(asym- 
metrisch), Urethan, Bromural und Thiourea durch 
Bakteriendigestat. 

Athyl- und Dimethylurea wurden sehr schwach durch Bac. 
subtilis, proteus, prodigiosus, pyocyaneus und col angegriffen, 
wihrend keine Ammoniakspaltung aus Bromural und Thiourea 
beobachtet wurde. 

TABELLE II. 


4ecm Bakteriendigestat +2 cem 1 Mol Substratlosung+14 cem Pufferlésung 
Crist ie By, Gh “eye. 


Ammoniakmenge (cem 0,02 n-H2SO:) 


Bakterien vi Dime. ; 
Athylurea thylurea Urethan | Bromural | Thiourea 
B. subtilis 13 0,8 0,4 ee 0 
B. proteus 5,6 4,1 52 0,1 0 
B. prodigiosus 4,1 PRS) 0,4 0,2 0 
B. pyocyaneus SH 3,0 0,0 0 0 
B. coli 2,3 2,1 0 0 0 
Staphylococcus aureus 0,5 0,4 0,1 0,1 0 
B. typhi 0,2 0,3 0 0,2 0,1 
B. dysentheriae 0,1 0 0 0 0 


Versuch 8. Spaltung von Biuret und Cyanursdure durch 
Bakteriendigestat. 


Wie aus Tabelle III ersichtlch, wurde Biuret auch durch 
starke Ureasewirkung enthaltende Bakterien, wie Bac. proteus, coli 
und Staphylococcus aureus gespalten, wahrend Cyanursiure deut- 
lich nur durch Bae. subtilis und coli angegriffen wurde. 


Versuch 4. Biuret- und Cyanursiurespaltung durch 
gereinigte Sojaurease. 


Zum Vergleich haben wir Versuche mit Sojaurease angestellt 
und festgestellt, dass wie Tabelle IV zeigt, die Sojaurease Biuret 
am besten bei Pu 7,0-7,5 unter Ammoniakbildung spaltete, nicht 
aber Cyanursaure. 
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TABELLE ITI. 
3cem Bakteriendigestat+2cem 2%iger Substratlésung +10 cem 
Puen. soi) 0) ace: 


Ammoniakmenge (cem 0,02 n-H»SO.) 
Bakterien Substrat PH 
| 
5,0 6,0 7,0 8,0 
Biuret 0 is 12 0,3 
B. subtilis a = 
Cyanursiure O32 1,5 OM 4,5 
- : Biuret 153 0,9 2,4 256, 
. prote 
pee Cyanursdure 0,1 0,5 0.4 0,2 
a oo Biuret 0 0 0 0,2 
. proc sus 
P eee Cyanursiure 0 0 0,2 0,8 
a Biuret 0 0,5 ie 0,3 
. pyocyaneus 
tate D Cyanursdure 0 0 0,1 0,1 
Biuret 0,1 0,2 220) 1,9 
B. coli | Z 
Cyanurséure 0 0 1,2 2,6 
Staphylococcus Biuret 0,3 0,5 0,9 2.4, 
aureus | Cyanursdure 0 0) 0,5 0,3 


TABELLE IV. 
3 ccm Wasserextrakt aus gereinigter Sojaurease+3 com 2%iger Substratlosung 
+17 cem Pufferlésung: 37°C, 5 Tage. 


Ammoniakmenge (cem 0.02 n-H2SO,) 
Substrat PH 
5,0 | 6,0 6,5 7,0 7,5 | 80 8,8 
Biuret 0 | 0,2 1,8 2,6 2,4 aL 0,2 
Cyanursaure | 0 pal 0,1 0,1 


Versuch 5. Optimal-Ph der Biuretspaltung durch Proteus- 
digestat und der Cyanurséurespaltung durch 
Subtilisdigestat. 


Wie man aus Tabelle V ersieht, liegt die Optimalreaktion der 
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Biuretspaltung durch Bac. proteus bei PH 7,0 und diejenige der 
Cyanursiurespaltung durch Bac. subtilis bei Px 8,0. 


TABELLE V. 
4ceem Digestat (Bac. proteus) +3 cem 2%iger Biuretlosung +12 ecm 
Pufferlésung: 37°, 5 Tage. 
5 ecem Digestat (Bac. subtilis) +3 eem 2%iger Cyanurséurelosung + 12 cem 
Pufferlésung: 37°, 7 Tage. 


Ammoniakmenge (ccm 0,02 n-H2SO,) 
a. b. @; ae 

PH Haupt- Kontroll- aes Haupt- Kontroll- a 

versush versuch versuch mit | versuch ohne 

mit Biuret ohne Biuret Cyanursaure | Cyanursiure 
5,0 1,4 0,7 0,7 — —= a 
6,0 1,2 0,6 0,6 2,0 0,8 12 
6,5 3,4 On7 2,7 a 1,0 gES 
7,0 5,5 0,7 4,8 5,4 1,2 4,2 
19) 3,4 0,6 2,8 5,0 1,0 4,0 
8,0 Je 0,6 Thi Use 1,4 6,3 
8,8 — — =e 152) 0,2 1,0 


Versuch 6. Die Spaltung von Acetanud, Oxamid, 
Benzamid und Allantoin. 


Aus Tabelle VI ist ersichtlich, dass diese Séiureamide durch 
alle hier untersuchten Bakterien deutlich hydrolysiert werden, 
dagegen nicht durch Sojaurease. 


Versuch 7. Amidasewirkung des Digestats aus Trockenpriparat 
von Bac. proteus. 


Wie aus Tabelle VII ersichtlich, spaltete das Digestat des 
Trockenpraparats von Bac. proteus nur Harnstoff, Acetamid und 
Oxamid. Optimal-Pn der Ureaspaltung liegt bei Pu 7,4 und das- 
jenige der Saureamidspaltung bei Px 8,0. 

Hier ist besonders zu erwihnen, dass durch das Digestat des 
getrockneten Proteuspulvers Athyl- oder Dimethylurea und Biuret 
gar nicht und Benzamid sowie Allantoin fast nicht desamidiert 
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TABELLE VI. 


3 cem Digestat+3 cem 2%iger Substratlésung+15 cem Pufferlosung: 


37°, 3 Tage. 


Ammoniakmenge (cem 0,02 n-H»S0:) 


Bakterien Substrat PH 

5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 
Acetamid 9,5 11,8 14,7 15,8 9,6 
* Benzamid 1,4 AST 5D) 4,4 h2 

B. subtilis ‘ 
Oxamid 2,6 o 5,0 7,6 3,6 
Allantoin — a —_— 6,8 = 
Acetamid 7,6 13,9 17,4 19,6 9,5 
Benzamid 27 3,5 6,2 5,4 2,1 

B. proteus : 
Oxamid 6,1 10,4 18,5 17,2 8,5 
Allantoin — — a 10,5 — 
Acetamid 3, 12,4 14,5 14,6 10,3 
= ae Benzamid py 2,6 3,7 3,2 0,7 
PTE Gramid 8,5 13,3 15,2 14,9 6,6 
Allantoin = = _ 9,5 _— 
Acetamid 2,6 5,8 5,0 6,2 3,4 
4 Benzamid 0,7 i 3,6 sail 1,0 
ee eet Oana 1,5 4,6 9,6 12,0 4,2 
Allantoin — — = 3,4 aa 
Acetamid 6,1 10,2 14,6 slp} 7,8 
Staphylococcus Benzamid 1,4 3,6 7,3 6,9 2,7 
aureus Oxamid 3,4 ),8 Hafl 10,2 4,5 
Allantoin —— — — 5,7 — 
Acetamid 2,6 4,2 8,5 8,6 2,1 
i Benzamid 0,2 0,8 aD) al 0,4 
Boek Oxainid 1,3 3,7 4 8,1 5,2 
Allantoin — — — 6,2 = 
Acetamid — — 0,1 a 
Sojaurease Benzamid — = om 
Oxamid =— = 0,1 i 
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TABELLE VII. 
3 ccm Digestat des trocken Pulvers wurden mit 2 ccm 2%iger Substratlosung 
und 15 cem Phosphatpuffer vermischt und unter Toluol bei 37° aufbewabrt. 
Nach 4 Tagen wurde das durch Alkali frei gemachte Ammoniak nach Folin 
mit 0,02 n-H2SO.1 bestimmt. 


Ammoniakmenge (ccm 0,02 n-H2SO:) 
Bakterien Substrat Pu 

6,0 6,5 7,0 7,4 7,6 8,0 8,8 
Harnstoff 8:8) | V4 || 185551) 2720) 123550) 820; one L852 

Athylurea 0 — 0 = 0 0 = 

Dimethylurea 0 == 0 = 0 0 = 
Acetamid 0,4 0,6 eT 2,5 3,6 Dynill 2,8 
UES raat 0 0 02}; 02] 01] 03] 0,2 
Oxamid 12} 1,6 3eo 4,8 4,6 55) 4,0 

Allantoin 0 0 0 0,1 0,1 0,3 ) 

Biuret 0 0 0 0 0 0 — 

B. subtilis Cyanursaiure 0 0 0 0 0 0 ~ 


werden konnten, wahrend das Digestat frischer Keime diese Sub- 
strate in deutlichem Masse angreifen konnte. Das Digestat des 
trockenen Subtilispulvers war auch nicht imstande Ammoniak aus 
Cyanursdure abzuspalten, die durch die Digestionslésung aus 
frischen Keimen angegriffen werden konnte. 
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UBER DEN SYSTEMATISCHEN ABBAU DER 
CHENODESOXYCHOLSAURE. 


VON 


TOKUHARU ISHIHARA. 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 22. Dezember 1937.) 


Es ist durchaus bekannt, dass die Keimdriisenhormone 
chemisch-konstitutionell zu den Sterinen und Gallensauren in 
inniger Beziehung stehen. Im Jahre 1928 bemerkte Gsell-Busse, 
dass die Galle und kaufliches Taurocholat bei jungen Tieren eine 
den Ostrus auslésende Wirkung haben. Dies wurde auch von 
Ichinomiya (1929) und Kinukasa (19380) bestatiet. 

Spater wurden von Maruyama u. Yazima (1936) genaue 
Nachpriifungen vorgenommen und es wurde als sicher festgelegt, 
dass die 6strogene Wirkung des Taurocholates von der Ver- 
unreinigung herriihrt. Dies beweist eine positive Allen-Doisy- 
sche Probe bei jungen Mausen (1924/28). 

Nach der Untersuchung von Maruyama, Yajima (1936) 
und Ishikawa (1937) konnte aber die Gallenséiure die Aus- 
scheidung von Ovarialhormon sowie von Hypophysenvorderlappen- 
hormon im Harn schwangerer Frauen steigern, was zeigt, dass die 
Gallensiure die Funktion der Keimdriise steigern kann. 

Somit liegt die Vermutung nahe, dass irgendeine ostrogene 
Substanz im Organismus bzw. in der Leber gebildet wird und in 
der Galle vorkommen kann. In diesem Sinne einerseits und zur 
Gewinnung aller moglichen Sexualhormonderivate andererseits 
habe ich mich in vorliegender Abhandlung mit dem systematischen 
Abbau der Chenodesoxycholsdure beschaftigt. 

Die bisher bekannten Sexualhormone sind Derivate von 
Androstan, Pregnan sowie von Ostran, welche alle einen Cyclo- 
pentanoperhydrophenanthren-Kern enthalten, wie die Gallensaure. 
Wie allgemein bekannt ist, ist die biologische Wirksamkeit der 
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einzelnen Hormonpriparate von ihren chemischen Konfigurationen 
stark abhingig. 

Der systematische Abbau der Chenodesoxycholsaure (1) wurde 
nach Wieland, Schlichting u. Jacobi (1926) und nach 
Shimizu u. Kazuno (1936) vorgenommen, um die Gallensaure 
in ein Sexualhormon tiberzuftihren. 

Chenodesoxycholsiure-methylester wurde mit Grignard’s 
Reagens in Carbinol (II) verwandelt und nach Windaus (1926) 
acetyliert. 

Dabei wurde Diacetat gewonnen, aus welchem durch Oxyda- 
tion mit Chromsaure Nor-chenodesoxycholsdiure-diacetat, dann 
durch Hydrolyse Nor-chenodesoxycholsiure Co3;H3s04 (IIT) er- 
halten wurde, die bei 197-198° schmilzt und [a]p=—+8° zeigt. 
Diese Saiure stimmt mit der Dioxy-norcholansaure aus /-Phocae- 
Cholsiure von Windaus u. Schoor (1928) iiberein. 

Die Norehenodesoxycholsiure wurde in genau der gleichen 
Weise zur Bis-nor-chenodesoxycholséure Co2H3g0, (V) abgebaut, 
welche bei 269-270° schmilzt und [a]p=—18,88° zeigt. 

Die Bisnorchenodesoxycholsiure wurde weiter zur 3-7-Dioxy- 
aethiocholan-17-Carbonsaure CopH320, (VIT) abgebaut, welche bei 
165-166° schmilzt. 

Bei der Oxydation von Chenodesoxycholsdéure-dimethyl- 
carbinol-diacetat mit Chromsaiure wurde als Nebenprodukt ein 
Keton-diacetat gewonnen, aus welchem durch Hydrolyse ein Keton 
von der Formel C2;H4203 (IV) erhalten wurde, das bei 175-176° 
schmilzt und [a]p=+9,01° zeigt. 

Bei der Oxydation von Nor-chenodesoxycholsaiure-dimethyl- 
carbinol-diacetat mit Chromsaéure wurde ebenfalls ein Keton- 
Diacetat geliefert, welches durch Hydrolyse in ein Keton von der 
Formel CosH4903 (VI) iibergefiihrt wird. Dieses Keton sintert 
bei 85°, schmilzt bei 160-161° und zeigt [a]p=+3,46°. 

Die beiden Keton-Diacetate werden durch Oxydation mit 
Chromsaure je in eine entsprechende um ein Kohlenstoff irmere 
Diacetatsdure umgewandelt und diese letztere durch Hydrolyse in 
Nor- und Bis-nor-chenodesoxycholsiure tibergefiihrt. 

Das Acetyl]-bis-nor-chenodesoxycholsaure-diithylearbinol wurde 


Systematischer Abbau der Chenodesoxycholsiure. 267 


mit Chromsaure in 7-Oxypregnanol(3)-on(20)-diacetat oxydiert, 
welches als Semicarbazon isoliert wurde. Aus diesem wurde durch 
Zersetzung mit Salzsiure und Hydrolyse 7-Oxypregnanol (3)-on (20) 
von der Formel C2;H3,03 (VIII) gewonnen, die bei 170-172° 
sehmilzt. 


CHs CHs CH OH 
CH; —CH-CH,—-CH»-COOH CH; —CH-CH;—CH:—C-CHs 
LV PMS bee 
CHs a CH; || 
wNi/ i —— ( ag VF 
HO’ ~~ HS, \ 7 08 
I Chenodesoxycholsiure II | 
CH: Pc CH: 
CHs _¢H-CH.-CH»-CO-CH, CH; —CH-CH;:-COOH 
(NV Ss PSF ; 
cu| || om | | 
ery cae 
HO“ / Vy OH HO- Lf 8 
IV Keton III Nor-chenodesoxycholsaure 
CH, ree CH, 
CH, —CH-CH.-CO-CH; CHs —CH-COOH 
Zaire ae 
CH; Let CH; ee 
a cee ( ac % 
HOW eee. HON 7, —OH 
VI Keton eA Vv Bis-nor-chenodesoxycholsiure 
= | 
CH: —CO CH; —COOH 
eV ON VaVA 
cn| |_| cml |_| 
MO ae i We “iG 


VIIL 7-Oxypregnanol(3)on(20) VII 3-7-Dioxyaethiocholan- 
17-carbonsaure 
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Beschreibung der Versuche. 


A. Die sauren Oxydationsprodukte. 
I. Nor-cHENODESOXYCHOLSAURE. 
1. Chenodesoxycholséure-dimethylearbinol. 


Zur Grignardléisung (4,6g Magnesiumband und 36g Jod- 
methyl in 100 cem wasserfreiem Ather) wurde wasserfreie Ather- 
lésung von Chenodesoxycholsiure-methylester (5g Chenodesoxy- 
cholsdure-methylester in 50cem Ather) allmahlich und tropfen- 
weise zugesetzt. Das Gemisch wurde auf dem Wasserbade 3 Stun- 
den lang erwarmt, dann durch Erwarmen moglichst von Losungs- 
mitteln befreit und in je 150 cem Hiswasser und 2N-Schwefelsaure- 
losung aufgenommen. Die Losung wurde dann mit Essigather 
wiederholt extrahiert und die Essigitherlosung mit verdtinnter 
Natriumbisulfitlosung gut gewaschen, um freies Jod zu reduzieren, 
dann mit Wasser gewaschen und durch Destillation vom Essigather 
befreit, wobei ein dliger Riickstand gewonnen wurde. Dieser wurde 
mit 100 cem einer 5%igen alkoholischen Kalilaugelésung 2 Stunden 
lang auf dem Wasserbade erwarmt. Das Hydrolysat wurde in 
viel Wasser gegossen, die dabei abgeschiedene Fallung abfiltriert 
und mit Wasser gut gewaschen, um die nicht in Reaktion getretene 
Chenodesoxycholsaure zu entfernen. Die Fallung wurde gut 
getrocknet und aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Glanzende 
Tafeln vom Schmelzp. 178-179°. Ausbeute 2,5 @. 

Liebermannsche Reaktion: violettrot. 

5.381, 5.637 mg Subst.: 15.128, 15.922 mg COz, 5.388, 5.836 mg HO 


Cop HisOs Ber. © 76,78 H 11,41 
Get, ,,°76,68- 77,038. ., 1146. 1158 


2. Chenodesoxrycholséuredimethylearbinol-diacetat. 


5g Carbinol wurde in 50 cem frisch destilliertem Essigsiiure- 
anhydrid und 75 cem Pyridin auf dem Wasserbad erwirmt, 24 
Stunden lang auf 40-50° gehalten und nach der Abkiihlung in 
Hiswasser gegossen. Der dabei abgeschiedene Niederschlag wurde 
in Ather aufgenommen, mit verdiimnter Salzsiure vom Pyridin 
befreit und mit Wasser gut gewaschen. Die itherische Loésung 
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wurde gut getrocknet, durch Destillation von Ather befreit und 
aus Ather-petrolather (1:1) umkrystallisiert. Tafeln vom Schmelz- 
punkt 153-157°. 

0.066, 5.169 mg Subst.: 13.631, 13.951 mg COs, 4.569, 4.760 mg H.O 


CocHoOs Ber. C 73,40 H 10,27 
Gef 4; 73:37, 73,60 ;, 10,09, 10:30 


3. Dvracetyl-norchenodesoxycholsaure. 


10g Diacetat wurden in 100cem Hisessig gelost und unter 
Erwarmung auf dem Wasserbade bei 80-90° mit 90 ccm 10%iger 
Chromsaure-eisessigldsung innerhalb 214 Stunden allmahlich ver- 
setzt. Das Reaktionsgemisch wurde in viel Wasser gegossen und 
eine Nacht stehen gelassen. 

Die Fallung wurde abfiltriert, in Ather aufgenommen und 
mit 5%iger Natriumearbonatlosung geschiittelt. Die Sodalosung 
wurde unter Ansiuern mit verdiinnter Salzsiure mit Ather 
geschiittelt und die Atherlésung nach dem Trocknen abdestilliert. 
Der Riickstand wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Es entstanden 
olanzende Saulen mit einem Schmelzpunkt von 213-214°. Ausheute 
3.0) 2: 

5.926, 5.110 mg Subst.: 15.245, 13.179 mg COs, 4.866, 4.244 mg HO 


C27 H 4206 Ber. C 70,08 H 9,16 
Cie, og, VOR TOON a EU ENO) 


4. Nor-chenodesoxrycholsaure. 


5 g Norchenodesoxycho!sdéure-diacetat wurden mit 50 ecm einer 
10%igen Kalilauge 3 Stunden lang auf dem Wasserbade erwarmt. 
Nach der Abkiihlung wurde die Reaktionslosung mit verdiinnter 
Salzsaure ausgefallt. 

Die Fallung wurde dann gut getrocknet und aus Methanol 
umkrystallisiert. Es entstanden glanzende, prismatische Nadeln 
vom Schmelzpunkt 197-198°. Diese Saéure zeigt mit der Dioxy- 
sdure von Windaus u. Schoor (1928) keine Mischschmelzpunkt- 
depression, die von Mori (1937) bei der Oxydation mit Kalium- 
permanganat aus #-Phocaecholsiure (in Galle von Callotaria 
Ursina) gewonnen wurde. 
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Sie ist in Athanol, Methanol, Hisessig leicht, in Ather, Essig- 
ither ziemlich schwer léslich. Bei der Liebermannschen Reaktion 
verhalt sie sich genau wie Chenodesoxycholsaure. 


Spez. Drehung, 0,05 g Subst. in 5 cem Alkohol, 1 dm, 


a= +0,08° [a]P= 48° 
4,922 mg Subst.: 13.136 mg COs, 4.896 mg HsO 
C23HssOx Ber. C 72,96 H 10,13 


Gro, og, FSIS py BO) 


Norchenodesoxycholsduremethylester. 


Die Norchenodesoxycholsiure wurde in tiblicher Weise mit 
Diazomethan verestert und aus Ather-petrolither umkrystallisiert. 
Es entstehen lange glinzende Nadeln, die bei 85—-87° schmelzen. 

5.506 mg Subst.: 14.488 mg COs, 5.073 mg H2O 


Cor Hi0Os°3 H2O Ber, C Taao H 10,30 
Gof. 7175) 5 1081 


Dehydro-norchenodesoxycholsdure. 


1g Norchenodesoxycholsaure wurde in 10cem Hisessig unter 
allmahhchem Zusatz von 10cem einer 10%igen Chromsaure- 
Hisessiglésung oxydiert und nach dem Verdiinnen mit Wasser eine 
Nacht stehen gelassen. Die dabei abgeschiedene Fallung wurde 
abfiltriert und aus Alkohol umkrystallisiert. Feine Nadeln. 
Schmelzp. 201-202°. 


II. Buis-Nor-cHENODESOXYCHOLSAURE. 


1. Norchenodesoxycholstiure-dimethyl-carbinol. 


9g Norchenodesoxycholséuremethylester wurden in 80 ecem 


wasserfreiem Ather gelost und zu 100 cem einer Grignard-lésung 
(46@ Mg., 36g Jodmethyl und 100cem wasserfreier <Ather) 
tropfenweise und allmahlich hinzugefiigt, wobei sich eine Fallung 
abschied, und dann 3 Stunden erhitzt. Nach dem Abdampfen des 
Losungsmittels wurde das Reaktionsgemisch in genau der gleichen 
Weise behandelt, wie es bei der Chenodesoxycholsiure der Fall war. 
Das dabei erhaltene dlige Reaktionsprodukt wurde nach 2 stiindiger 
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Verseifung mit 5%iger alkoholischer Kalilauge und nach Ent- 
fernung der Norchenodesoxycholsiure gut getrocknet und aus 
Alkohol umkrystallisiert. Glinzende, schmale Tafeln. Schmelzp. 
182-183°. Ausbeute ca.2¢. Liebermannsche Reaktion: violettrot. 
5.505, 5.096 mg Subst.: 15.373, 14.242 mg COs, 5.578, 4.981 mg HO 


CosHsOs Ber. C 76,46 H 11,30 
EEE oy WO ING vagal 5, walalyatay TNO )1e)55 


2. Norchenodesoxrycholsiiure-dimethyl-carbinol-diacetat. 


5g Carbinol wurden in 75 cem wasserfreiem Pyridin unter 
Zusatz von 50ccm Essigsiureanhydrid auf dem Wasserbade bei 
40-50° 24 Stunden lang erwirmt. Das Gemisch wurde in His- 
wasser gegossen und die dabei abgeschiedene Fallung aus Alkohol 
umkrystallisiert. Es entstanden prismatische Nadeln vom 
Schmelzp. 169-170°. 


4.997, 5.303 mg Subst.: 13.374, 14.201 mg COs, 4.483 mg H2O 
C29 HusOs Ber. © 73,06 Jel ay,lis) 
Get 12.99, 72:87 =, 10045) 10517 


3. Diacetyl-bisnor-chenodesoxycholsdure. 


10 g Norchenodesoxycholsauredimethylearbinoldiacetat wurden 
in 100cem Hisessig bei Wasserbadtemperatur 90° mit 90 ccm 
10%iger Chromsdure-eisessiglésung innerhalb 214 Stunden 
allmahlich tropfenweise versetzt. Das Ganze wurde in viel Wasser 
gegossen und eine Nacht stehen gelassen. Die dabei abgeschiedene 
Fallung wurde abfiltriert und nach dem Trocknen in Ather gelost. 
Die Atherlésung wurde mit 5%iger Sodalésung ausgeschiittelt, die 
Sodalésung unter Ansiuern mit verdiinnter Salzsiure mit 
Essigather extrahiert und diese KEssigitherlosung nach dem 
Trocknen abdestilliert. Der Riickstand wurde aus Methanol 
umkrystallisiert. Es entstanden Tafeln mit einem Schmelzp. von 
226-227°. Ausbeute 2 g. 

5.306, 5.271 mg Subst.: 13.574, 13.498 mg COs, 4.289, 4.158 mg H2O 


Cx6H10O0¢ Ber. C 69,59 H 8,99 
Get. ,, 69;77,. 69580 ,, 9,04, 8,82 
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4. Bis-nor-chenodesoxycholsiéiure. 


2¢@ Bis-nor-chenodesoxycholsdure-diacetat wurden mit 50 ccm 
einer 10% igen Kalilauge 3 Stunden lang auf dem Wasserbade 
erwarmt. Die Losung wurde unter Ansdiuern mit verdtinnter Salz- 
siure mit Ather extrahiert und die Atherlésung nach dem Trocknen 
abdestilliert. Der Riickstand wurde aus Methanol umkrystallisiert. 
Es entstanden prismatische Nadeln mit einem Schmelzp. 269-270°. 
Sie sind in Athanol, Methanol, Aceton und Hisessig leicht, in Ather, 
Essigather und Petroliather schwer léslich. Liebermannsche Reak- 
tion: violettrot. 


Spezifische Brehung: 0,045 g Subst. in 10 eem Alkohol, 2 dm. 


a=—0,17° ha er — TS SIS 
5.466, 2.837 mg Subst.: 14.514, 7.546 mg COs, 4.946, 2.544 mg H2O. 
C2H 60. Ber. C 72,48 H 9,96 


Gef- 5, 72,425 72,54), 1035” 110503 


Bis-nor-chenodesoxycholsaéuremethylester. 


Die Bis-norchenodesoxycholsiéure wurde mit Diazomethan 
verstert und aus Methanol umkrystallisiert. Es entstanden Nadeln, 
die bei 173-174° schmelzen. 

6,093 mg Subst.: 16,333 mg COs, 5,524 mg HO 


Cos H3sOu Ber. C 72,95 H 10,12 
Gi 5 VEU) TRIG 


Ill. 3.7-DioxyarTHIOCHOLAN-17-CARBONSAURE. 
1. Bis-nor-chenodesoxycholsiure-Diithyl-carbinol. 


Zu einer Lésung von 2g Magnesiumband und 15 ¢ Brom-ithyl 
in 60cem wasserfreiem Ather wurden 2g Bis-nor-chenodesoxy- 
cholsiuremethylester in 60cem wasserfreiem Ather-benzol Geel) 
unter kraftigen Schiitteln hinzugegeben. 

Das Reaktionsgemisch wurde unter Riickfluss 4 Stunden lang 
auf 50° gehalten und dann das Lésungsmittel verdampft. Nach 
dem Zersetzen mit Eis wurde es unter Ansiuren mit verdiinnter 
Schwefelsiure griindlich mit Ather ausgeschiittelt. Der in Ather 
losliche Anteil des Reaktionsproduktes stellt ein 01 dar; er wurde 
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mit 30 cem einer 10%igen alkoholischen Kalilauge 2 Stunden lang 
auf dem Wasserbade erwirmt. 

Das Hydrolysat wurde in viel Wasser gegossen und die dabei 
abgeschiedene Fallung in Ather aufgenommen. Die Atherloésung 
wurde nach dem Trocknen abdestilliert und mehrmals aus Alkohol 
umkrystallisiert. Feine Nadeln vom Schmelzpt. 160-161°. Ausbeute 
0,5 2. 

Liebermannsche Reaktion: violettrot. 


4.062 mg Subst.: 11.427 mg COs, 4.133 mg HO. 
CopHacOs Ber. € 76,78 H 11,41 
Geiss ,.06,08 45 11639 


2. 38.7-Dioxyaethiocholan-17-carbonsdure. 


lg _ Bis-nor-chenodesoxycholsadure-diathylearbinol wurde in 
15 cem wasserfreiem Pyridin unter Zusatz von 10 ccm Essigsiéure- 
anhydrid auf dem Wasserbade 24 Stunden erwairmt. Das Gemisch 
wurde in Eiswasser gegossen, griindlich mit Ather ausgeschiittelt 
und nach dem Trocknen mit Natriumsulfat vom Ather abgedampft, 
wobei ein sirupdser Riickstand erhalten wurde. Aus keinem der 
moglichen Lésungsmitteln konnte er krystallinisch erhalten werden. 
Daher wurde der Sirup in 12 ccm Hisessig gelost und mit 10 ccm 
10%iger Chromsdure-eisessigl6sung auf dem Wasserbade bei 80— 
90° innerhalb 1144 Stunden oxydiert. 

Das Reaktionsgemisch wurde in viel Wasser gegossen und eine 
Nacht stehen gelassen. Die dabei abgeschiedene Fallung wurde 
abfiltriert und nach dem Trocknen in Ather gelést. Die Ather- 
losung wurde mit 5%iger Sodalésung ausgeschitittelt und die Soda- 
losung nach Ansauern mit verdiinnter Salzsaure mit Ather extra- 
hiert. Die in Ather ldslichen Anteile des Reaktionsproduktes 
stellen ein braunes Ol dar; dieses wurde in 20 cem 10%iger Kali- 
lauge gelost und 2 Stunden lang auf dem Wasserbade erwarmt. 
Das Verseifungsprodukt wurde nach Ansauern mit verdinnter 
Salzsiure ausgefallt und die dabei abgeschiedene Fallung in Ather 
aufgenommen. Die Atherlosung wurde nach dem Trocknen mit 
Natriumsulfat abgedampft, wobei sie zu einem Krystallbrei er- 
starrte. Dieser wurde abfiltriert und aus Ather umkrystallisiert. 
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Tafeln. Schmelzp. 165°166°. 

Die Siure ist in den meisten organischen Losungsmitteln 
loslich. Ausbeute 0,05 g. 

Liebermannsche Reaktion: gelb-braun. 

1.920, 3.227 mg Subst.: 5.046, 8.452 mg COs, 1.672, 2.792 mg HO 


‘20 Ha2O Bere (Cries H 9,59 
Get, 4 71:68) 71438 4019575, 9368 


B. Die neutralen Produkte. 


Im vorangehenden Abschnitt ist die Isolierung der bei der 
Oxydation des tertiiren Acetyl-carbinols entstandenen Sauren 
geschildert worden. Man hat sie jeweils aus den Atherlosungen, 
in denen die Oxydationsprodukte gesammelt waren, mit Sodalosung 
herausgeholt. 

Die gleichzeitig gebildeten Ketone sind im Ather zuriickgeblie- 
ben, aus dem sie in der jetzt zu beschreibenden Weise gewonnen 
wurden. 


1. Neutralprodukt ber der Oxydation von Chenode- 
soxycholsdure-dimethylcarbinol-diacetat. 


20 g Chenodesoxycholséuredimethylearbinoldiacetat wurde auf 
dem Wasserbade mit Chromsiure oxydiert. Das Reaktionsgemisch 
wurde in viel Wasser gegossen und eine Nacht stehen gelassen. 
Die Fallung wurde abfiltriert, in Ather aufgenommen und, um die 
Saure zuentfernen, griindlich mit 5%iger Sodalésung ausgeschiit- 
telt. Die Atherlésung wurde nach dem Waschen mit Wasser 
abdestilliert, in absolutem Alkohol gelést und einige Tage in der 
Kalte stehen gelassen, wobei sie zu einem Krystallkuchen von 
langen Nadeln erstarrte. Dieser wurde abfiltriert und aus ab- 
solutem Alkohol umkrystallisiert. Das Keton-diacetat kommt 
durch wiederholte Umkrystallisation aus absolutem Alkohol in 
farblosen Nadeln heraus. Schmelzp. 182-133°. Ausbeute 0,1 ¢. 

5.020, 5.157 mg Subst.: 13.462, 13.880 mg COs, 4.255, 4.442 mg HO 

C29 HasOs Ber Ceara 13h ry 
Gef. ,; 73,12, 73,40 ,, 9,48) 9,63 


lg Keton-Diacetat wurde mit 1g Chromtrioxyd in 10 cem 
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Hisessig 2 Stunden lang auf dem Wasserbade oxydiert. Dabei 
wurden 0,2¢ Norchenodesoxycholsiure-diacetat gewonnen. Ein 
betrachtlicher Teil des Einsatzes wurde trotz des Uberschusses an 
Oxydationsmitteln unverindert wieder gewonnen. 

0,5¢@ Keton-diacetat wurden mit 10cem einer 10%igen 
alkoholischen Kalilauge 2 Stunden lang auf dem Wasserbade ver- 
seift. Nach dem Verdampfen des Alkohols wurde die Losung mit 
Wasser verdiinnt und in Ather aufgenommen. Die Atherische 
Lésung wurde mit Wasser gewaschen, getrocknet und abgedampft. 
Dieser Rtickstand wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Glanzende 
Nadeln vom Schmelzp. 175-176°. Sie sind in Athanol, Methanol 
leicht, in Hisessig, Ather und Essigiither ziemlich schwer léslich. 

Liebermannsche Reaktion: violettrot. 


Spezifische Drehung: 0,0333 g Subst. in 10 ecm Alkohol, 2 dm. 


a= +0,06° [a ]?2°= +9,01° 
5.013, 5.096 mg Subst.: 14.093, 14.397 mg COs, 4.777, 4.981 mg HO. 
C25H4203 Ber. C 76,85 H 10,84 


Gef. ,, 76,65, 77,05 ,, 10,66, 10,95 


2. Neutralprodukt bei der Oxydation von Norchenodesoxy- 
cholsduredimethylearbinol-diacetat. 


Der bei der Oxydation von 10¢ Norchenodesoxycholsaure- 
dimethylearbinol-diacetat entstandene neutrale Anteil erstarrte 
nach dem Abdampfen des Athers in kurzer Zeit zum grossen Teil 
krystallinisch. Durch Umkrystallisieren aus Alkohol erhalt man 
einen glanzenden Nadelkrystall vom Schmelzp. 189-190°. <Aus- 
beute 0,8 g. 

Es gelang nicht, mit dem Krystall ein krystallisiertes Semi- 
earbazon darzustellen. 

5.143, 5.647 mg Subst.: 13.736, 15.059 mg COs, 4.300, 4.974 mg H2O 

CesH 4105 Ber. C 72,99 H 9,63 
Gef. ,, 72,84, 72,73 ,, 9,36, 9,85 

Dieses Keton-Diacetat wurde nur dussert schwer weiter in 
Bis-nor-chenodesoxycholsaéure-diacetat vom Schmelzp. 226-227° 
oxydiert. Bei langer Einwirkung eines Uberschusses von Chrom- 
sdure wurde jedoch der grésste Teil des Einsatzes unverindert 
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wieder gewonnen. 

lg Keton-diacetat wurde mit 20cem 10%iger alkoholischer 
Kalilauge auf dem Wasserbade 2 Stunden verseift. Das Ver- 
seifungsprodukt wurde nach dem Verdampfen des Alkohols mit 
Wasser verdiinnt und in Ather aufgenommen. Die Atherloésung 
wurde mit Wasser gut gewaschen, abdestilliert und der Riickstand 
aus verdiinntem Alkohol abermals umkrystallisiert. 

Es entstanden lange glinzende Nadeln, die bei 85° stark 
sintern und bei 160-161° schmelzen. Sie sind in Athanol, Methanol, 
Aceton, Ather, Essigither leicht, aber in verdiinntem Nisessig 
ziemlich schwer loslich. 

Liebermannsche Reaktion: violettrot. 


Spezifische Drehung: 0,0432 g Subst. in 10 cem Alkohol, 2 dm, 


a= +0,03° [a]?°= +3,46° 
5,227, 5.193 mg Subst.: 13.967, 13.921 mg COs, 5.121, 5.048 mg HO 
Ce, H4003:H20 Ber. C 73,04 ET 10,73 


CG, on TRS “We 5, ION, TOSS 


3. Neutralprodukt bei der Oxydation von Acetyl-bisnor- 
chenodesoxycholsdure-diaethylcarbinol: 
7-oxypregnanol-(3)on-(20). 


Der bei der Oxydation von 1g Acetyl-bisnor-chenodesoxy- 
cholsiure-diaethylearbinol erhaltene in Ather ldsliche neutrale 
Anteil wurde nach dem Abdampfen des Athers mit einer Lésung 
von 0,1 g Semicarbazid in 10cem Alkohol auf dem Wasserbad 2 
Stunden erwirmt. Das Reaktionsgemisch wurde in viel Wasser 
gegossen, die dabei abgeschiedene Fallung abfiltriert und 
getrocknet. Die Fallung wurde aus Alkohol wiederholt umkry- 
stallisiert. Feine Nadeln von Schmelzp. 271-272°. Ausbeute 20 mg. 

Liebermannsche Reaktion: schwach braunrot. 

2,865 mg Subst.: 0,21756 eem N(16°, 765 mm), 

2,792 mg Subst.: 0,21658 eem N(17°, 764 mm). 

Cos HsO5N3 Ber. N 8,85 
Gef. N 8,86, 9,01 

20mg Semicarbazon wurden in 10cem Alkohol und 2 ecm 

2N-Salzsdure eine halbe Stunde gekocht. Die Reaktionslésung 
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wurde mit Wasser verdiinnt und in Ather aufgenommen. Die 
atherische Lisung wurde mit verdiinnter Salzsiure und Wasser 
gewaschen, getrocknet und abgedampft. Der dlige Riickstand 
wurde in 10cem 10%iger alkoholischer Kalilauge gelést und auf 
dem Wasserbade 2 Stunden verseift. 

Das Verseifungsprodukt wurde nach dem Verdampfen des 
Alkohols mit Wasser verdiinnt und in Essigither aufgenommen. 
Die Essigatherlésung wurde mit Wasser gewaschen, getrocknet und 
eingeengt, wobei sich nach dem Abkiihlen ein prismatischer Kry- 
stall abschied. Dieser wurde abfiltriert und aus Alkohol umkry- 
stallisiert. Prismen vom Schmelzp. 170-172°. 

Sie sind in Athanol, Methanol, Essigather leicht und in Ather, 
Hisessig ziemlich schwer léslich. Ausbeute 12 mg. 

Liebermannsche Reaktion: Kirschrot. 


5,353, 5.070 mg Subst.: 14.434, 13.693 mg CO2-4.913, 4.621 mg HO 
CxH21Os-3 H20 Ber. C 73,41 Je6 10,26 
Get oy fae oso 500,27, 10/20 


Der japanischen Gesellschaft zur Forderung der wissenschaft- 
lichen und industriellen Forschungen spreche ich fiir die zur Ver- 
fiigung gestellten Mittel meinen ergebensten Dank aus. 
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A number of investigations on the effect of bile acids on the 
hydrolytic action of pancreatic lipase has been reported by many 
investigators, yet these studies seem to be inadequate on the effect 
of bile acids on the synthetic action. 

The present paper describes the experiments on the effect of 
bile acids on the hydrolytic as well as the synthetic action of 
pancreatic lipase. 


EXPERIMENTALS. 


The enzyme preparation used in this study was the glycerol 
extract of the dry powder of hog pancreas prepared by the method 
of R. Willstatter and his co-workers (1923). 

The hydrolytic reaction was carried out in a conic flask of 
50 ee. volume which was subsequently used as a titration vessel. 
2.0 ce. olive oil, 0.15 ec. enzyme preparation, 1.0 ce. watery bile salt 
solution of various concentration as shown in Table I, II and III, 
9.85 ee. distilled water were pipetted into this flask, and the flask 
was stoppered, shaken three minutes vigorously and placed in a 
thermostat kept at 37°C for 6hours. At the end of this reaction 
time 10 ce. ethylaleohol and 10 ce. ether were added into this flask 
and the liberated free acids were titrated with N/10 KOH alcoholic 
solution using phenolphthalein as an indicator. Control tests were 
carried out adding 1.0 ce. distilled water instead of 1.0 cc. bile acids. 

The synthetic reaction was: studied in the system containing 
0.5 ec. oleic acid, 1.0 ce. glycerol, 1.0 ce. distilled water and 5.0 ce. 
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glycerol extracts of pancreas lipase. They were shaken well at the 
beginning of the experiment as described above. The reaction 
temperature was 37°C and the reaction time was 16 hours; at the 
end of this time the oleic acids which remained unsynthesized were 
titrated as described in the foregoing experiment. Control tests 
were carried out adding 1.0cce. distilled water instead of 1.0 ce. 
bile acids. 

As will be seen from Table I, Table II and Table III, the 


TABLE I. 
Effect of taurocholic and cholic acid on the synthetic as well as 
hydrolytic reaction of pancreatic lipase. 


Taurocholi¢ acid Cholie acid 
Bile acid 
concentration Degree of Degree of Degree of Degree of 
in normal synthesis hydrolysis synthesis hydrolysis 
in % in % in % in % 

0 16.2 19.8 33.1 25.1 
0.00125 21.4 — 35.1 == 
0.0025 22.1 — 41.6 —— 
0.005 27.3 24.8 42.2 31.7 
0.01 27.4 26.4 44,2 38.0 
0.0133 33.8 — 45.5 _ 
0.02 35.7 30.0 46.1 42.9 
0.025 _— 36.0 —_ —: 
0.033 38.3 38.6 47.4 48.2 
0.05 — 51.8 a 58.8 
0.1 43.5 55.5 47,4 64.4 

TABLE II. 


Kffect of glycocholic and desoxycholic acid on the synthetic as well as 
hydrolytic reaction of pancreatic lipase. 


Glycocholi¢ acid Desoxycholie acid 
Bile acid 
concentration Degree of Degree of Degree of Degree of 
in norma] synthesis hydrolysis synthesis hydrolysis 
in % in % in % in % 

0 29.9 25.7 26.0 26.7 
0.005 40.9 33.0 29.9 37.0 
0.01 44,2 36.3 31.8 38.9 
0.0133 47.4 42.9 35.1 40.9 
0.02 48.1 51.5 37.0 44.2 
0.0333 48.8 52.8 33.1 49.2 
0.1 49.4 55.8 28.6 60.7 
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TABLE ITI. 
Effect of dehydrocholic acid on the synthetic as well as 
hydrolytic reaction of pancreatic lipase. 


Dehydrecholie Degree of Degree of 
acid concentration synthesis hydrolysis 

in% in% inZ 

0 29.2 19.9 

0.1 30.5 24.7 

0.5 32.5 25.0 

1.0 35.1 26.6 

2.0 = 28.1 

5.0 40.3 33.6 

10.0 44,2 34.1 

20.0 44.8 34.6 


hydrolytic reaction of olive oil and the synthetic reaction from 
oleic acid and glycerol by pancreatic lipase is augmented in pro- 
portion with the concentration of cholic, taurocholic, glycocholie, 
desoxycholie and dehydrocholic acid. But the desoxycholic and 
cholic acid in the higher concentration causes a retardation on 
synthesis with increasing concentration. 


SUMMARY. 


The effect of bile acids on the hydrolytic as well as on the 
synthetic action of pancreatic lipase has been studied. The 
hydrolytic as well as the synthetic reaction is augmented in pro- 
portion with the concentration of cholic, taurocholic, glycocholic, 
desoxycholie and dehydrocholic acid, though the desoxycholic and 
cholic acid in the higher concentration causes a retardation on 
synthesis with increasing concentration. 

The author is greatly indebted to Prof. K. Kodama for his 
kind criticisms and suggestions throughout this research. 
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It has already been shown by Sugawara (1929) that the 
aqueous distillate obtained by distilling the culture filtrate of the 
human tubercle bacilli with steam, elicits a definite skin reaction 
of the tuberculin type both clinically and in the animal experi- 
ment; this finding was also ascertained by Aoyama (1935). 

This fact is very interesting as it suggests the presence of a 
compound with relatively simple chemical structure among the 
active principles of tuberculin. Being engaged in the biochemical 
studies of tuberculin, it seemed to me advisable to undertake an 
investigation as to the chemical nature of the biological active 
principle in the distillate responsible for the skin reaction men- 
tioned above. 

Meanwhile, a definite substance from the distillate, capable of 
giving a certain skin reaction resembling the tuberculin with regard 
to its specificity, was successfully isolated. This substance was 
extracted from the aqueous distillate, by means of ether, as an 
oily matter with a perfume-like odor, and proved to give every 
reaction characteristic of an aldehyde. Therefore, taking ad- 
vantage of this finding, this matter was successfully and more easily 
isolated, and even in a better yield, by extracting the acetone soluble 
fat or culture filtrate of bacilli, with ether and the subsequent 
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treatment with sodium bisulphite, than by using the distilling 
method itself. As a result of the analysis of aldolmedone, which 
was obtained as a condensation product of this aldehyde with 
dimedone, the presumption was made possible that this aldehyde may 
be B-hydroxy-n-butylaldehyde. Moreover, in accordance with this 
presumption, the following points are to be-noted: 1) The natural 
aldehyde and aldol are both optically inactive, 2) both aldehydes 
possess the same odor and 3) the biological activities (measured 
in the skin test) are both practically undistinguishable, ete. 

As is known, Neuberg (1912) isolated aldol first from the 
metabolite of yeast; however, the report that aldol was isolated 
from tubercle bacilli, as was done here, has not yet been accepted. 

The result itself seems not to be necessarily surprising when 
we consider that aldol may be formed by the condensation of 
acetaldehyde, which is a rather common product among the meta- 
bolites of every microorganism (aldoleondensation). Proper em- 
phasis, however, should rather be layed upon the biological signi- 
ficance of aldol, which was not of interest to other workers in 
the past. The author noted, as stated before, that this matter 
gave a certain skin reaction on the clinical experiment in 
specific connection with tuberculosis infection; and it is also 
assumed that this substance is an active principle of the distillate 
mentioned by Sugawara, though at the same time the possibility 
of the contamination by crotonaldehyde, which will rather easily 
develop from aldol on heating by splitting one molecule of water, 
and may play the role with its characteristic irritation, should not, 
of course, be neglected. An extended study on the biological nature 
of aldol, which I have touched here briefly, is now in progress, 
and will be discussed in full on another occasion. 


EXPERIMENTAL. 


The human strain of the tubercle bacilli “Frankfurt” kept in 
the laboratory of tuberculosis of this institute, was cultured in 
seven liters of the glycerol broth” for 8 weeks at 37.5°C., and was 


1) The aldehyde could be isolated as well from the culture of Sauton’e 
synthetic media as well as from the ordinary glycerol broth. 
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then sterilized at 100°C. for one hour; the whole culture was then 
filtered through a large Buchner funnel with a layer of kieselguhr, 
and the bacillary body was washed several times with water. 


The Isolation of the Aldehyde from the Acetone-soluble 
Fat of the Bacillary Body. 


200g. (in moist weight) of the bacilli were extracted with 
300 ec. of acetone at 37°C. for 6 hours with occasional shaking, 
after which the extract was sucked off. To the retained bacilli 
300 ce. more of acetone were added and the whole mixture was 
shaken on the machine for about an hour. The combined acetone 
extract of a deep red colour was evaporated to about 1/3 of its 
volume at room temperature, diluted three times with water, and 
extracted with one liter of ether in several portions. The ether 
extract was washed twice with N/10 solution of sodium hydroxide 
to remove any free fatty acid if present, and was then evaporated 
until nearly dry, so that a deep raddish material with a waxy ap- 
pearance and a somewhat phenolic odor was left. This was trans- 
ferred into a mortar with the aid of a small amount of ether, 
triturated with an excess of sodium bisulphite to a thick paste and 
left over night, after which the paste turned itself into a hard 
crust. 

This crust was dissolved in 200 cc. of water and then washed 
several times with ether. The combined ether-wash gave on evapo- 
ration, besides crude phthiocol, an oily substance giving a neutral 
reaction to litmus and possessing an odor somewhat resembling that 
of phenol. 

The skin test performed with an emulsion of this substance 
in the physiological saline solution gave negative results. Finally, 
from the addition-product of the sodium bisulphite, the aldehyde 
was liberated by treating it with 10% solution of potassium 
hydroxide at an ice cold temperature. It was then extracted 
quickly with ether. 

The ethreal solution, after drying with anhydrous sodium sul- 
fate, was evaporated cautiously on a water bath at 40°C.; the con- 
centrated solution of about 5 cc. was transferred to a test tube and 
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dried in a vacuum dessicator. In the test tube then remained a 
thick syrup? with a faintly yellowish colour and a characteristic 
perfumelike odor at room temperature. Yield was ca.12.7mg. It 
reddens the Schriff’s fuchsin-sulfurous acid reagent and reduced 
the ammoniacal silver solution. Very notable is the fact that this 
substance showed a definite skin reaction of the tuberculin type 
in the human skin test on the intradermal administration of 
0.001 mg. 


The Isolation of the Aldehyde from the Culture Filtrate. 


Seven liters of the above mentioned culture filtrate were 
acidified with the addition of concentrated hydrochloric acid to the 
end concentration of about N/20 and then saturated with sodium 
chloride. The heavy flocculent precipitate thus produced, consist- 
ing of bacterial nucleo-protein, was removed by filtration. After the 
addition of about 1/3 volume of acetone to the filtrate, it was ex- 
tracted with two liters of ether in several portions. Although 
aldehyde can be isolated without acetone, the addition of the latter 
appeared to be preferable, as it demarcated the ether-water layers 
sharply, thus facilitating the extraction. The ethreal extract gave 
on evaporation a small amount of the pigmented oily substance 
with a phenolic odor quite similar to that obtained from the bacill- 
ary body. This was treated with sodium bisulphite in the same 
manner as described above. Yield ca. 6.6 mg. 


The Aldolmedone.” 


10mg. of the aldehyde, 500mg. of dimedone (Fraenkel & 
Landau) were dissolved in 2 ce. of methanol and heated with a 
reflux condensor for an hour. The hot solution was diluted with 
enough water to prevent crystallization of the excess dimedone. 
The separated solid was recrystallized from 30% methanol. It 


1) On one occasion, the syrupy matter transformed itself into a solid on 
standing, possibly under the formation of paraldehyde. Wurtz (1876). 

2) The attempted Oximation failed to yield any erystalline matter in 
accord with the description concerning the properties of aldol. Wegscheder, 
R. & Spath (1910). 
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formed colorless needles. Yield was ca. 9 mg. 

This crystal melted at 145-146°C.,) and the mixed melting 
point with the condensation product of synthetic aldol with 
dimedone was exactly the same. 


3,032 mg. Substance: 7,63 mg. COz; 2,38 mg. H:O 
CoH 3005 Caleulated, CLCSto ti els. 0s 


Found, C68:63)3 8.72. 
1,486 mg. Substance in 12,095 mg. Camphor. 
janes Pals 


Mol. wt. Caleulated, 350; Found, 344. 


SUMMARY. 


1. An aldehyde, giving a definite skin reaction of the tuber- 
culin type on intradermal administration, was isolated from the 
acetone-soluble fat of the human tubercle bacilli and from their 
culture filtrate. 

2. The aldehyde was identified as racemic /-hydroxy-n-butyl- 
aldehyde. 

In conclusion a grateful acknowledgement is made to Dr. 
Akiji Fujita and to Dr. Yoshimasa Watanabe, the directors 
of our laboratories, for their kind instruction, and to Dr. Konomu 
Matsumura in the Chemical Laboratory, to whom I am indebted 
for the chemical analysis. I also appreciate the kind help of Miss 
Sarah G. White of the St. Luke’s College of Nursing, for reading 
the manuscript. 
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(Hingegangen am 21. Januar 1938) 


Es ist allgemein anerkannt, dass die die Fettspaltung der 
Pankreaslipase fordernde Wirkung der Gallensdiure je nach der 
Art ganz verschieden ist, wie bereits von Shoda(1926), Okamura 
(1928), Kaziro u. Tsuji(1930), Makino(1935) und Kyogoku 
(1937) gezeigt wurde. 

Seit Liicke (1906) wurde die hamolytische Wirkung der 
Gallenséiure von vielen Autoren, wie Bayer(1908), Wieland 
(1920), Yonemura u. Fujiwara(1926), Shoda u. Tominaga 
(1927), Okamura (1928), Kaziro u. Tsuji (1930), Makino 
(1935) und Kyogoku(1937) festgestellt und heute weiss man, 
dass die hamolytische Grenzkonzentration der Gallensduren ent- 
weder von der Gallensiurearten oder von der Blutkorperchen- 
species abhangig ist. : 

Nach Kyogoku (1937) ist die a-3-Oxy-12-ketocholansaure 
physiologisch zweckentsprechender als die ($-3-Oxy-12-ketocholan- 
siure, da die erstere eine stirkere physiologische und eine weniger 
giftige Wirkung hat als die letztere. 

Es ist daher eine bedeutungsvolle Aufgabe die die Fettspaltung 
der Pankreaslipase fordernde Wirkung sowie die hamolytische 
Wirkung der neuen /-Hyodesoxycholsaure mit den entsprechenden 
Wirkungen der a-Hyodesoxycholsiure zu vergleichen. Solche Ver- 
gleiche ergaben, dass durch Epimerisierung der HO-Gruppe in 
Stellung C3 der Hyodesoxycholsiure ihre hamolytische Wirkung 
stark und ihre physiologische etwas gesteigert wird. 
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EXPERIMENTELLES, 
I. Wirkung auf Inpase. 


Der Lipasenauszug wurde aus frischer Rinderpankreasdruse 
nach der Vorschrift von Kaziro u. Tsuji (1930) hergestellt und 
fiir den Versuch unter 2-facher Verdiinnung mit Wasser zur Ver- 
wendung gebracht. Die a- und (-Hyodesoxycholsaure wurden 
als 1/100 M Na-salzlésungen verwendet. Als neutrales Fett wurde 
Tributyrin oder Olivendlemulsion nach Kanitz (1905) benutzt. 
Der Pu-wert des Digestionsgutes wurde bei allen Versuchen unter 
Zusatz von 6 cem einer Phosphatpufferlosung nach Sorensen bei 
7,8 erhalten. 

Die Versuchsordnung wurde in folgender Weise (Tabelle I) 
angestellt: Das Digestionsgemisch wurde in kleinem Kolben unter 
Schiitteln im Brutschrank 15 Stunden lang auf 37-38° gehalten. 
Dann wurde die dabei gespaltene Fettsaure unter Alkoholzusatz 
(5cem) mit 1/10 N NaOl-losung titriert (Indikator : Phenolphtha- 
lein) und die dabei verbrauchte Alkalimenge angegeben. 


TABELLE I. 
Nach 15 Stunden 

I et Wali AVE 
Gallensiuregehalt Mol. 1/500 = 3/1000 1/250 
Na-hyodesoxycholatlés. cem 0 4 6 8 
Pufferlos. cem 6 6 6 
Lipaselos. __,, 2 2 2 2 
Tributyrin _,, 2 2; 2 2 
Wasser * 10 6 4 2 
Toluol A 0,5 0,5 0,5 0,5 


Aus Tabelle II lasst sich ersehen, dass die fettspaltende 
Wirkung der Pankreaslipase bei 1/500 M Gehalt an a-Hyodesoxy- 
cholsdure um 17,27-18,88%, bei 3/1000 M um 23,81-25,46% und 
bei 1/250 M. um 31,27-34,53% gesteigert wird, wihrend sie bei 
1/500 M Gehalt an 6-Hyodesoxycholsiure um 20,09-22,96%, bei 
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TABELLE IT, 
it ae III IV 

a 8,05 9,57 10,10 11,83 
Zur Titration B 8,36 10,04 10,91 11,53 
gebrauchte 2 
N/10-NaOH-lés. com a 5,00 6,45 6,81 (fore: 

B 5,53 (,80 7,45 7,64 

a 1,52 2,05 2,78 
Zur Beforderung B a 2,05 Sela, 
gebrauchte 
N/10-NaOH-lés. eem a 0.95 est ile 

B 127 1,92 2,11 


3/1000 M um 30,50-34,71% und bei 1/250 M um 37,91-38,15% 
erhoht gefunden wurde. 

Die neue 6-Hyodesoxycholsaure ist also in der die Fettspaltung 
fordernden Wirkung der Pankreaslipase der a-Hyodesoxycholsaure 
liberlegen, genau so, wie sich die Ursodesoxycholsaure (7-6-Saure) 
gegentiber der Chenodesoxycholséure (7-a-Saure) verhalt. 


II. Wirkung auf Blutkorperchen. 


a- und f-Hyodesoxycholséure wurden als Na-salz in 0,9%iger 
Kochsalzlosung gelost und zwar in einer Konzentration von 1/100- 
1/200 M im Liter. Bei diesen Versuchen wurden Zigenblutkorper- 
chen verwendet. Alle Versuchsprozesse wurden nach Wieland 
(1920) durchgefuhrt. 


TABELLE III. 


Konzentration 660 720 800 900 1030 1210 1450 1810 
a-Hyodesoxycholsaure ++ + SE = = = = = 
B-Hyodesoxycholsaure ate an Ait ++ ++ ae ets = 


++ Vollstindige Haemolyse 
+ teilweise ef 
=< spurweise FA 


— keine ” 


292 T, Kimura. 


Aus Tabelle III ist ersichtlich, dass fiir die haemolytische 
Grenzkonzentration der a-Hyodesoxycholsiure der Wert 1:800 und 
fiir die der 6-Hyodesoxycholsiure der 1:1450 gefunden wurde, was 
zeigt, dass bei Ziegenblut die f-Hyodesoxycholsaure eine starkere 
haemolytische Wirkung aufweist, als die a-Hyodesoxycholsaure. 

$-3-a-6-Dioxycholansiiure und ihre isomere a-3.6-Dioxycholan- 
siure verhalten sich also ganz anders als die a-3-6-7-Dioxycholan- 
siure und ihre isomere a-3.7-Dioxycholansdure, indem durch die 
Epimerisierung der HO-Gruppe in Stellung C7 die hamolytische 
Wirkung der a-3.7-Dioxycholansaure abgeschwacht und ihre physio- 
logische Wirkung gesteigert wird, wie Iwasaki(1936) und Fukui 
(1937) bewiesen haben, wahrend dagegen die giftige Wirkung der 
a-3.6-Dioxycholansiure durch Epimerisierung der HO-Gruppe in 
Stellung C3 nicht abgeschwiacht, sondern vielmehr gesteigert und 
ihre physiologische Wirkung dadurch ebenfalls etwas gesteigert 
wird. Die Epimerisierung der HO-Gruppe in Stellung Cs der 
Hyodesoxycholsaure tbt also keinen giinstigen EHinfluss auf ihre 
physiologische Wirkung aus, was mit der Angabe von Kyogoku 
(1937) tibereinstimmt. 
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Muscle adenylic acid is assumed to play a double réle in muscle 
glycolysis; it is an acceptor of inorganic phosphate from phospho- 
pyruvic acid on the one hand, and it is a phosphate donator, in 
the form of adenosinetriphosphoric acid, for sugar or creatine on 
the other hand. Adenylic acid is extremely sensitive to deamina- 
tion and is readily converted into inosinic acid, unless the adenylie 
acid is again transformed to adenosinetriphosphoric acid at the 
moment of its formation from the acid last named. 

Muscle nucleotides may undergo hydrolysis into their con- 
stituents under physiological or pathological conditions in the 
animal body. However, the hydrolysis of intact adenylie acid may 
seldom take place, since it may be deaminized before the hydrolysis. 

Among the active studies of nucleic acids made for so many 
years, the enzymic hydrolysis of muscle nucleotides has been left 
without attracting much attention. Levene and Medigreceanu 
(19111) concluded from the change of the optical rotation of the 
solution of inosinic acid that the nucleotide was decomposed by the 
plasmata of dog’s organs. It was also found by them (1911 i, ii) 
that pancreas plasma, and gastric, pancreatic and intestinal secre- 
tions of dog were without action upon inosine. However, the 
optical method is not well adapted to allow a decisive understand- 
ing of the detailed mechanism of the hydrolysis of the substances. 
After the lapse of about 20 years, Pohle (1929) observed that 
when fresh rabbit muscle was incubated with 2% sodium bicar- 
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bonate solution for 4 hours at 40°C, adenylie and inosinic acids 
disappeared and there were produced carnine, hypoxanthine and 
xanthine. There was also an indication of the production of a 
small qauntity of ribosephosphoric ester. Reis (1984) found re- 
cently that muscle adenylic and inosinic acids were dephosphory- 
lated by animal tissues at higher velocity than yeast adenylic acid. 
The dephosphorylation of muscle nucleotides was assumed to be 
due to the action of a special enzyme, 5-nucleotidase. 

The hydrolysis of the muscle nucleotides by acid has been re- 
peatedly studied since the first development of the chemistry of 
nucleic acid. Far in advance of his time Haiser(1895) hydrolyzed 
inosinic acid into its constituents by hydrochloric acid. The total 
hydrolysis of inosinie acid was undertaken by Bauer (1907), 
Neuberg and Brahn (1908, 1909), and Levene and Jacobs 
(1909 ii). Bauer, and Neuberg and Brahn claimed that the 
pentose present in the molecule of inosinic acid was converted 
quantitatively into furfural by distillation with acid. It was 
pointed out, however, by Levene and Jacobs (1908, 1909 11) and 
Steudel and Wohinz (1931) that the yield of furfural corres- 
ponded only to a small part of the pentose present in inosinie acid. 
It is generally accepted that the ester linkages of muscle nucleotides 
have far greater resistance against hydrolysis than the glycosidic 
unions. Haiser (l.¢.) found a conjugated phosphoric acid among 
the hydrolysis-products of inosiniec acid by water at high tem- 
perature. The production of pentosephosphorie ester from inosinic 
acid by acid hydrolysis was observed by Levene and J acobs(1908, 
1911), Neuberg and Brahn (l.c.), and Haiser and Wenzel 
(1909). Yamagawa(1920) demonstrated clearly that phosphoric 
acid was liberated from inosinic acid at an exceedingly lower rate 
than yeast purine-nucleotides by acid hydrolysis. Levene and 
Jorpes (1929), and Embden and Schmidt (1929) noticed the 
same phenomenon. Ishikawa (1935) observed that the ester 
linkages of muscle nucleotides remained unaffected under the econdi- 
tions of complete disruption of the glycosidic unions by acid 
hydrolysis. Yamagawa (l.¢.) stated briefly that the ribosephos- 
phorie acid prepared from inosinie acid was highly stable against 
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acid hydrolysis. Levene and Harris(1932) and Ishikawa(l.c.) 
found that the ribose-5-phosphorie acid possessed considerably 
higher stability toward acid hydrolysis than the ribose-3-phosphorie 
ester. Levene and Jacobs (19091) reported the disruption of 
ester linkage of inosinie acid by alkaline hydrolysis. Haiser and 
Wenzel (l.¢.) showed that inosinic acid and inosine were quite 
stable toward alkali, while inosine was found by them (1908) to 
be hydrolyzed by acid. Muscle adenylic acid behaved in a similar 
way to inosinic acid. The low yield of furfural from adenylic acid 
was shown by Embden and Schmidt (l.c.), Steudel and 
Wohinz (l.¢.) and Steudel (1933). Embden and Schmidt 
(1. ¢.) observed that the phosphoric acid of muscle adenylic acid 
was liberated much more slowly than that of yeast adenylie acid 
by acid hydrolysis. 

A series of experiments on the hydrolysis of nucleotides has 
been carried out in this laboratory with the employment of a 
technique based on Ishikawa’s method (l.¢.) of determining all 
the possible intermediary and end-products of the hydrolysis with 
quantitative precision. Ishikawa and Komita (1936), and 
Komita (1937, 19381, ii) studied the hydrolysis of yeast. nucleo- 
tides by the extracts of animal tissues and by alimentary secretions. 
They found the existence of an enzyme which disrupts specially 
the glycosidic unions of purine nucleotides, and named the enzyme 
nucleotide-N-ribosidase. The scope of the study was enlarged and 
the writer investigated the hydrolysis of muscle nucleotides, the 
results of which will be given in this communication. 


EXPERIMENTAL. 


Substances used. Adenylic acid was Henning’s preparation, 
the purity of which was 91.5% when calculated from its content 
of amino nitrogen. Inosinie acid was prepared from rabbit muscle 
by the Embden method (1932). Inosine was obtained from the 
corresponding nucleotide by the method of Levene and Jacobs 
(1909 i). Ribose-3- and -5-phosphoric acids were prepared by 
hydrolysing xanthylic and inosinic acids by the method of Levene 
and Harris (l.c.) and Levene and Jacobs (1911), respectively. 
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Measuring methods. The hydrolysis of the substances listed 
above was followed quantitatively by the Ishikawa method. 
Mercurie nitrate was found to functionate most effectively as the 
precipitant of the purine derivatives. Though adenylic acid was 
easily precipitated by mercuric salts from its neutral solution at 
room temperature, the complete precipitation of adenosine, inosinic 
acid and inosine was possible only with mercuric nitrate at low 
temperature. 

Ribose-5-phosphorie acid prepared from inosinic acid showed 
a reducing power which corresponded to 61% of that of ribose, 
or 53% of that of glucose when the power was determined by the 
Hanes method. 

Hydrolysis. Uydrolysis of the nucleotides was carried out 
with dilute hydrochloric acid solution, aqueous extracts of rabbit 
tissues and digestive secretions of dog. Extracts and shees of the 
Kato spindle cell sacroma of rabbit were also employed. 


I. Hydrolysis with acid. 


The preparation of adenylic and inosinic acids of yeast and 
muscle origins offered an opportunity of contributing a few: ob- 
servations upon the acid hydrolysis of nucleotides. It is shown 
in Table I that when the nucleotides were hydrolyzed by dilute 
hydrochloric acid at 100°C., the hydrolysis-produets of all possible 
kinds were formed from yeast nucleotides while only the glycosidic 
linkage was attacked in the cases of muscle nucleotides. Judging 
from the rate of liberation of the purine bases, the glycosidic 
linkages of inosinic acids of both origins had higher susceptibility 
to hydrolysis than those of adenylic acids. This was especially the 
case in the experiments where the hydrolysis was carried out with 
0.25 N HCl. The presence or absence of an amino group in the 
purine bases seems to exert an influence on the stability of the 
glycosidic linkages. It is also demonstrated in the table that 
there was no marked difference in the rate of liberation of the 
purine base from adenylic acids or from inosinic acids of both 
origins. This indicates that the position of the phosphoric acid 
radical in the molecule of ribose has no noticeable influence on 
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TABLE I. 


Hydrolysis of Adenylic and Inosinic Acids with Hydrochloric Acid. 
50mg. of nucleotides+10 ce. of HCl-solution. 
100°C. 15 minutes. 


Formation of hydrolysis-products (%) 
Coneentra- Raclen 
oe f tides Phos Rib an : Purine Nucleo- 
phoric |phosphoric| Ribose be id 
acid ester Dases sides 

Muscle 
adenylic 0 33.3 a5 33 ca 
acid 
Muscle 
inosini¢ 0 66.6 ate 67 = 
acid 

0.25 N 
Yeast 
adenylic 20.7 23-2) 20.6 43.8 Se 
acid 
Yeast 
inosinie 22.7 42.0 ONS 61.5 ae 
acid : 
Muscle 
adenylic 0 67.6 ate 68 ae 
acid 
inosinic 
Muscle 0 728 ate 72 ets 
acid 

0.50 N 
Yeast 
adenylic 44,7 Dayal 44.3 67.4 lia 
acid 
Yeast 
inosini¢ 47.7 38.1 45.3 83.4 sat 
acid 


the glycosidic linkages. On the other hand, it is a well-known 
fact that a slight change in the structure of the purine bases can 
influence the stability of the ester linkage. 


II. Hydrolysis of inosinic acid with the extracts 
of rabbit tissues. 


The enzymic hydrolysis of muscle inosinic acid was carried out 
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TABLE II. 
Hydrolysis of Inosinic Acid with Extracts of Rabbit Tissues. 


50 mg. of inosinie acid+5 ce. of H20+5 ce. of tissue extracts + 0.2 ce. 
of toluene. pH7.2. 37°C. The tissue extracts were prepared by 
treating the hashed tissues with an equal part of water for 40 minutes 
at room temperature. The extract of spleen was prepared with 2 parts 


of water. 
Formation of hyrolysis-products (%) 
Time : 
Tissue : Phos- Ribose- iivooxans ; 
(hours) phorie [phosphoric] Ribose hte e Inosine 
acid acid 
Skeletal 5 16.7 5.8 3.0 8.3 13.7 
muscle 24 . 42.4 11.4 8.8 20.2 33.6 
Geant 5 30.3 11.0 + 10 30.3 
muscle 24 Boul: 43.6 5.3 48.9 29.8 
5) Bell 4.7 2.4 vial: 0.3 
ee 24 32.2 26.6 14.4 41.0 17.8 
‘ 5 46.7 12.8 21.1 33.9 25.6 
Biduey 24 97.2 0 55 55 2 
5 Sales) 10.7 + 10 oileo) 
ppicey 24 39.0 41.4 16.0 57.4 23.0 
spe 5 34.5 a5) 2.9 8.4 31.6 
are 24 36.4 34.9 14.9 49.8 O15 


with the extracts of rabbit tissues. As shown in Table II, hydro- 
lyses of all possible types took place in every ease. This indicates 
the participation of phosphatase, nucleosidase and nucleotide-N- 
ribosidase in the hydrolysis. The ester linkage, which is consider- 
ably stable against acid hydrolysis, was disrupted with great ease 
by the enzyme action. It is to be noted that the muscle tissue did 
not fall below other tissues in dephosphorylating inosinie acid 
while the tissue has only a weak action on the ester linkage of 
yeast nucleotides. This is interesting in view of the fact that 
inosinic acid is present mainly in the muscle tissue. The kidney 
tissue which is rich in phosphatase liberated phosphoric acid 
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TABLE III. 
Hydrolysis of Muscle and Yeast Inosinie Acids with Muscle Extract. 


50 mg. of inosinie acids +5 ce. of HO +5 ee. of muscle extract 
+0.2 cc. of toluene. pH7.0. 37°C; 


ii : ‘ 5 . 
tients) Liberation of phosphoric acid (%) 
IV A 
Muscle inosinic acid cd 
43 73.8 
17 10.6 
Yeast inosinic acid 
43 27.8 


energetically from the nucleotide. Table III shows that the ester 
linkages of muscle and yeast inosinie acids have different resistance 
toward enzymic hydrolysis according to the difference in the origin 
of the nucleotides. To acquire more detailed knowledge about this 
point, ribose-3- and -5-phosphorie¢ esters were prepared from yeast 
xanthyhe acid and muscle inosinie acid respectively, and put. to 
hydrolysis with tissue extracts. The results are listed in Table IV. 
It is clearly indicated in the table that ribose-5-phosphorie ester 
was hydrolyzed by the muscle tissue at decidedly higher velocity 
than liver and brain, while there was no marked difference in the 
rate of hydrolysis of ribose-3-phosphorie ester by these tissues. 
Owing to the high content of phosphatase, kidney and small 
intestine hydrolyzed the esters remarkably. There was a tendency 
for ribose-5-phosphorie¢ ester to have a greater susceptibility than 
the other in the case of every tissue. This tendency was especially 
marked in the muscle tissue. Thus muscle was rich in the phos- 
phatase which has higher affinity to ribose-5-phosphoric ester than 
3-phosphorie ester. 

It is noticed in Table II that the production of hypoxanthine 
and ribose from inosiniec acid was low in the muscle tissue. This 
was due to the low content of nucleosidase or N-ribosidase in the 
muscle tissue. It was proved experimentally that inosine was 
hydroiyzed by the muscle tissue at a far slower rate than the other 
tissues (Table V). 


300 


Y. Wakabayasi: 


TABLE LY. 


Hydrolysis of Ribose-5- and -3-Phosphorie Esters with Tissue Extracts. 


30mg. of esters+5 cc. of pH 8.0 boric acid-borax buffer solution 
+5 ee. of tissue extracts+0.2 ec. of toluene. 37°C. 

The tissue extracts were prepared by treating the hashed tissues 
with 2 times weight of water for 40 minutes at room tempera- 


ture. Small intestine was treated with 5 times weight of water. 
Time Hydrolysis (% ) 
ee (hours) ; : 
Ribose-5-phosphoric acid | Ribose-3-phosphorie acid 
5 38.0 ala Mer 
AEE 20 90.7 38.5 
3 5 77.2 61.7 
USTED 20 90.4 72.7 
Small 5 85.0 83.3 
intestine 20 92.1 87.8 
ee, 5 17. al 
Ne 20 51.4 46.2 
ee 5 26.4 14.1 
Brain 90 371 314 
TABLE V. 


Hydrolysis of Inosine with Tissue Extracts. 


17mg. of inosine+5 ce. of H.O+5 ce. of tissue extracts 


(1:1) +0.2 ee. of toluene. pH 7.2. 37°C. 
Tissue pe Hydrolysis (%) 
Muscle 5 11.8 
24 20.7 
Kidney 5 $2.1 
24 Es L7/ 
Small intesti 5 St) 
Small intestine 924 79, 
Brain 5 25.3 
24 48.6 
Liver - 46.3 
24 87.0 
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III. Hydrolysis of inosinie acid with digestive 
enzymes of dog. 


Tnosinie acid was hydrolyzed with pancreas extract and with 
secretions of pancreas and small intestine of dog. Pancreatic juice 
was collected through a fine tube inserted into ductus pancreaticus, 
the secretion being accelerated by an injection of secretin into the 
animal. The juice was clear and thoroughly transparent. The 
intestinal juice was obtained through the Thiry-Vella fistula. 
The results of the experiments are represented in Table VI. 
Hydrolyses of all possible sorts were carried out with the pancreatic 
extract. The ester linkage was tolerably susceptible to the enzymic 
action. The hydrolysis by pancreatic juice was restricted to the 
ester linkage. It will be remembered here that the extract and 
the secretion of dog pancreas disrupted mainly the glycosidic 
unions of yeast nucleotides. The hydrolysis of inosinic acid by 
intestinal juice was profound at both linkages. Phosphatase was 
quite active; consequently inosine should have been produced in a 
large quantity. However, the detectable amount of inosine was 


TABLE VI. 
Hydrolysis of Inosinie Acid with Digestive Enzymes of Dog. 
50 mg. of inosinic acid +5 ec. of H2O+5 ec. of enzyme solution + 0.2 ce. 
of toluene. pH7.2. 37°C. The pancreatic extract was prepared by 
treating the hashed tissue with two times weight of water for 40 
minutes at room temperature. 


Formation of hydrolysis-products (%) 
Time “7. 
Enzyme Phos- Ribose- c anne ; 
(hours ) phoric [phosphoric] Ribose sah ined Tnosine 
acid ester 
Pancreatic 5 20-3 a aa ? ee 
extract 24 36.5 18.7 23.3 42.0 13.2 
ae 0 
Pancreatic Z £ ms 
juice 24 15.4 ea an se 15.4 
Intestinal 20) 82.9 a) 45.5 50.7 87.4 
juice 
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rather low, since the inosine once produced suffered hydrolysis by 
nucleosidase. The low yield of ribosephosphorie acid and the high 
yield of ribose indicate the subsequent hydrolysis of the ester which 
had been once formed by N-ribosidase. Thus it may be concluded 
that there are present in the intestinal juice N-ribosidase and 
nucleosidase. The main change in the inosinic acid in the digestive 
tract seems to be the disruption of the ester linkage. However, 
the liberation of hypoxanthine cannot be excluded in view of the 
activity of nucleosidase and N-ribosidase. 


IV. Deamination of muscle adenylic acid and decomposition 
of inosinic acid by tumour tissue. 


In his study of the mechanism of the lactic acid production 
from hexosediphosphorie acid by the tumour tissue, Tsuzuki 
(1936) found that the lactic acid production was blocked at 2 
phases of the reactions involved in the Embden-Meyerhof 
theory. The one was the oxidation of triosephosphoric acid into 
phosphoglyceric acid, and the other was the production of pyruvic 
acid from phosphopyruvie acid. However, the blocking of the 
latter phase was found to be easily broken on the addition of muscle 
adenylic acid. In this connection, Boyland and Boyland 
(18351, i1) attributed the failure of the glycolysis of the muscle 
type in the tumour tissue to the rapid destruction of adenosinetri- 
phosphoric acid by the tumour tissue. Tsuzuki observed that the 
sarcoma tissue deaminized the adenine nucleus of adenosinetriphos- 
phoric acid and of adenylic acid but only to a slight extent. The 
present writer examined if muscle adenylic acid could be de- 
aminized at a high rate by the tumour tissue, and also if the inosinic 
acid formed could be disintegrated rapidly. It is shown in Table 
VII that the deamination of muscle adenylic acid by the extracts 
and the slices of the Kato spindle cell sarcoma of rabbit took place 
at a far slower rate than the extract of rabbit muscle. Further- 
more, the disintegration of inosinie acid was carried out in every 
way decidedly faster by the muscle than the tumour tissue (Table 
VIII). Thus the writer failed to show the specially rapid inactiva- 
tion of muscle adenylic acid in the tumour tissue, so far as extracts 
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TABLE VII. 
Deamination of Muscle Adenylic Acid by Tumour and Muscle Tissues. 


100 mg. of adenylie acid +5 ec. of pH 6.5 phosphate buffer solution 
+5 ce. of tissue extracts (1:2, 40 min., room temp.). 37°C. 


p Time : : 
Tissue (minutes) Deamination (%) 

15 9.1 

Tumour 30 20.6 
120 36.4 

15 68.1 

Muscle 30 (Plt 
120 74.4 

TABLE VIII. 


Hydrolysis of Inosinic Acid with Tumour and Muscle Tissues. 


50mg. of inosinie acid+5ce. of H2O+5ece. of tissue extracts 
(1:1, 45 min., room temp.) or 5 gm. of tumour slices+0.2 ce. of 
toluene. pH 7.2. 37°C. 


Formation of hydrolysis-products (%) 
Time : 
Phos- Ribose- 
(hours) phoric |phosphoric| Ribose etc Inosine 
acid ester 
ieee a 10.0 8.2 as 8 10.0 
extract 24 28.7 21.6 1.3 22.9 27.4 
Soe 6 15.0 A eT 8.8 13.3 
slices 24 18.5 26.0 11.4 37.4 Cel 
Muscle 5 16.7 6y5) 3.0 8.3 13.7 
extract 24 42.4 11.4 8.8 20.2 33.6 


and slices of the tumour tissue were used. The deamination was 
examined by determining the quantity of the liberated ammonia 
in the mercuric nitrate filtrate of the reacting solution by the 
Parnas method (1924, 1926). 


SUMMARY. 


1. The rates of acid hydrolyses of muscle adenylic and 
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inosinie acids were compared with those of the nucleotides of the 
yeast origin. The glycosidic linkages of the muscle nucleotides 
were easily disrupted but the ester unions were stable under experi- 
mental conditions, while hydrolyses of all possible types were 
carried out in yeast nucleotides. The glycosidic linkages of inosinic 
acids were more susceptible to hydrolysis than those of adenylic 
acids of both origins. 

2. Muscle inosinic acid was hydrolyzed with the extracts of 
rabbit tissues. The disruption of glycosidic and ester linkages took 
place at the same time, the latter linkage being exceedingly sensitive 
to enzymic action. The muscle tissue was especially active in 
liberating phosphoric acid from muscle inosinic acid, though the 
tissue had the lowest activity for the yeast nucleotide. The ester 
linkage of ribose-5-phosphoric acid was far more sensitive to the 
enzymic hydrolysis than that of ribose-3-phosphorie acid. 

3. The hydrolysis of inosinie acid by digestive juices of dog 
was studied. Pancreatic juice hydrolyzed inosinie acid only at its 
ester linkage. The hydrolysis of inosinie acid by intestinal juice 
was profound and all possible hydrolysis-produects were found. 
The liberation of phosphoric acid was most marked. 

4. Muscle adenylic acid was deaminized. and the inosiniec acid 
thus formed was hydrolyzed by spindle cell sarcoma of rabbit. The 
changes of the muscle nucleotides were less significant in the case 
of tumour tissue than in the ease of muscle. 
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INTRODUCTION. 


In the previous communication (Shiga, 1937), it was reported 
that the amount of combination of amino acid with glucose in- 
creases with the pH value, while that of dipeptide and glucose is 
less at pH 9 than at pH 7 and 8 even after standing for a long 
period. In the case of tripeptide the amount of combination at pH 
8 also becomes less than that at pH 7 during the lapse of the first 
5 or 6 hours. 

In the work to be reported below, dioxopiperazide (diketopi- 
perazide) is examined in the first place, to see what kind of modus 
of combination with glucose exists, under varying pH values of 
such a solution. Then egg albumin, as a representative of protein, 
is examined in the same manner. In the second place, the effect of 
dioxan as a solvent was studied to elucidate the reason for the 
inversion of combining power of amino group with sugar at varying 
pH values, existing between amino acid and peptide. 

Recently Frankel and Katchalsky(1937) reported that the 
amount of combination of glycocoll with glucose also has its 
maximum value between pH 7 and 8. As this result does not 
coincide with that of my previous experiment, I have reexamined 


their study. 
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JT. Tur CHANGE IN THE AmMouNT or AMINO-N oF THE MIXTURE 
SoLuTIon OF DIOXOPIPERAZIDE OR PROTEIN 
WITH GLUCOSE. 


There has been no report hitherto concerning the relation of 
dioxopiperazide with glucose. But the behavior of dioxopiperazide 
towards glucose seems to be important in regard to the study of 
protein. 

As for the combination of protein with glucose or fructose, 
Borsook and Wasteneys (1925) found that egg albumin and 
glucose combine at pH8.5 and gain the ability of reducing 
methylen blue in neutral or slightly acidic reaction, whereby the 
change of the amount of amino-N was not manifest. From the 
change of the degree of the freezing point depression, Huler and 
Brunius (1927) observed that serum albumin and egg albumin 
combine a little with fructose and glucose respectively, while 
Weber and Versmold (1931) measured the so-called “nicht 
ldsender Raum” of egg albumin from the degree of the freezing 
point depression, from which they calculated that about three mole- 
cules of glucose combine with one molecule of egg albumin. in 
the neighbourhood of isoelectric point. From the change of the 
optical rotation, Neuberg and Kobel (1927) observed that horse 
serum combines a little with glucose and fructose, while Giedroyé, 
Cichonecka and Mystkowski (1935) found that there is a little 
combination between clupein and elucose at pH 7-7.5. Sédrensen 
and Lorber (1927) also reported from the results of the measure- 
ment of osmotic pressure that ege albumin combines a little with 
glucose. Now, by means of adsorption, Przylecki and Grynberg 
(1932) observed that coagulated egg albumin does not combine 
with glucose below pH7. Though Pringsheim and Winter 
(1927) reported that glucose or fructose, when brought together 
with egg albumin, serum albumin, casein, legumin and vitellin, 
rapidly lose the ability of reducing Fehling’s solution, and con- 
cluded that they combine firmly with one another, this conclusion 
was pointed out by Neuberg and Simon (1927) and Sérensen 
and Lorber (l.¢.) to be erroneous. Taking all results so far 
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referred to into consideration, it is noticeable that the effect of pH 
upon the combination has not yet been studied sufficiently. Never- 
theless this very point seems most important. 


1. Material and method. 


As dioxopiperazide, glycylalanine anhydride obtained by the 
partial hydrolysis of silk fibroin by Dr. T. Uchino (Uchino, 1934) 
Was used in my experiments. The author is deeply indebted to him. 

For protein, egg albumin, recrystallised three times from 
ammonium sulphate solution and electrodialysed 3 weeks with 
cellophane membrane against distilled water, is used. During the 
electrodialysis, about 2%‘of toluol is added to the solution, the 
temperature of the solution is kept generally below 10°C and the 
current density is limitted to 0.8mA per 1 em? membrane plane 
according to Pauli (1924), to avoid the change of pH of the solu- 
tion, by the regulation of voltage applied, which is finally increased 
to 500 volts. The pH of the solution was about 4.7 at the initial 
time and although it decreased at first to 4.2-4.0, it returned to 
4.7 at the end of electrodialysis, the pH value remaining within the 
region of homodispersion of egg albumin, which is between pH 4 
and 10 according to Svedberg (1930), during the whole period 
of electrodialysis. The egg albumin solution so prepared showed 
pH at about 4.7, and specific conductivity at about 110% mho, 
and gave no sign of ammonium ion (with Nessler’s reagents) or 
sulphate ion (with BaCly, solution). 

The other material (buffer solution and glucose) and the 
method of amino-N determination and of pH estimation and other 
procedures are all the same as in the previous report, except that 
some precaution was taken when the van Slyke’s method was ap- 
plied to protein solution. As protein coagulates (and becomes 
yellow) when HNO, reacts upon it, and is apt to occulude the gas 
within it, care must be taken to transfer thoroughly the gas into the 
burette, and the amount of sec. octyl-alkohol added must be great, 
as the solution containing protein foams easily. Moreover, the velo- 
city of the transference of the protein solution from the side burette 
to the reaction chamber must be slow enough, because the viscosity 
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of the solution is high. In the case of protein solution, the pH 
value observed colorimetrically is not apt to be so correct because 
of the so-called protein error. 


2. Glycylalanine anhydride + glucose. 


In this case it is expected on the one hand that the dioxopi- 
perazide is hydrolysed by OH~ and frees some of the free amino 
group, while on the other hand a part of that amino group combines 
with glucose. 

The concentration of glycylalanine anhydride and glucose is 
0.018 mol and 0.9 mol respectively. 

The results obtained are shown in Table I and Fig. 1. 


TABLE I. 
Glyeylalanine anhydride + glucose (0.018 mol: 0.9 mol). 


Ne ce (760 mm, 22°C) 
7 | 
a Control* 
pH 7 pH 8 pH 9 
DE ase pH 8 pH 9 

0.5 0.00 + 0.00 + 0.005 0.00 0.00 0.00 

1 — -- 0.02 — — — 

2 — 0.00 + 0.02 = a 

2.5 == —_ — 0.005 

3 = = == 0.005 0.005 

4 —_— — 0.025 _— 

5 0.01 = — aa 

6 0.005 _— 0.04 = — 0.01. 

9 = — 0.05 = — 
22 0.005 —_ — -— — — 
23 0.025 oss == = = 
26 = — = 0.015 — 
28 aad — 0.07 — 0.02 
29 — — — —- 0.04 
47.5 a 0.025 at = = — 
51.5 0.01 — — oa — -— 
54 -- — 0.07 -- — ~ 
71.5 0.01 oa — = —_— a 
80 = = 0.07 — _ -- 


Glycylalanine anhydride only. 
This series is not given in Fig. 1 for the sake of simplicity. 
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Fig. 1. Glyeylalanine anhydride + glucose. 


05 
e pH7 
0.4 « pHs 
2 = pHg 
an 03 » pli 8 (control) 
a © pit 9 (control) 
| 0.2 
01 pH9 pHs pH7 pH 9(control) pH 8 (control) 
: 0.07 (80 h) 
$ ee SSS ——— ee 0.025 (47.5 h) 
IAG VS 0 Mil2ai1t AG] 18) 20) 22 ross esis | COL 71S h) 


As is seen from the table and figure, the amino-N increases 
with time when the pH of the solution is greater than 7. This 
indicates clearly that glycylalanine anhydride is hydrolysed to 
dipeptide by the action of OH’, as commonly known from the 
reports of Levene and his collaborators (1925, 1926, 1928, 1929, 
1930), Oda (1936) and others, though the pH at which these 
authors investigated was greater than 13. As was already 
mentioned, the free amino group appearing by hydrolysis may go 
partly in combination with glucose. Notwithstanding this possi- 
bility, the increase of the free amino group is greater in the case 
where glucose is added than in the case of glycylalanine anhydride 
alone, showing that the combination of glucose with the newly 
appeared free amino group may facilitate the hydrolysis of gly- 
eylalanine anhydride, and that a part of the combination between 
the amino group and glucose may be reversibly released by the 
acidity in the reaction chamber of the van Slyke’s apparatus. 


3. Egg albumin-+ glucose. 


1. Reaction time (Table II and Fig. 2). 

In the case of amino acid, peptide and dioxopiperazide the 
reaction time in the van Slyke’s reaction chamber is 5 or 6 minutes 
according to van Slyke. But as in the case of protein, the reaction 
may be much prolonged, so this point was first studied. For this 
purpose the amount of amino-N of egg albumin in buffer solution 

_ 


at pH 7, 8 and 9 is investigated, the reaction time varying from 5 
to 120 minutes. The resultant values are plotted against reaction 
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TasxeE II. 
Egg albumin.* 
N2 ce (760 mm, 22°C) 
Reaction Egg albumin Buffer ; 
time ste let avin Egg albumin** 
(nin. ) buffer solution 
pH7 pHs pH 9 pHs pH7 pHs pH9 
5 0.25 0.28 0.27 0.07 0.18 0.21 0.20 
10 0.36 0.345 0.32 = 0.24 0.225 0.20 
20 0.43 0.415 0.415 0.16 0.25 0.235 0.235 
40 0.525 0.505 0.505 — 0.27 0.25 0.25 
60 0.585 0.565 0.565 0.3815 0.275 20 0.25 
120 0.64 0.66 0.67 0.38 0.26 0.28 0.29 
20 0.4251) | 0.4154) | 0.415 0.245 0.235 0.235 
20 0.435 (2) | 0.415) | 0.395 (8) 0.255 0.235 0.215 
20 0.405 (8) 0.225 
10 0.36 (3) 0.24 
* In Fig. 2, there are not given three curve for the different pH values, 
but only one curve through the approximate mean value, for the sake 
of simplicity. 
** The values attributed to the buffer solution are corrected according to 
the curve in Fig. 2. 
(1) 9 hours after the preparation of the solution. 
(2) 76 hours after the praparation of the solution. 
(3) 75 hours after the preparation of the solution. 
(4) 8 hours after the preparation of the solution. 
(5) 30 hours after the preparation of the solution. 
(6) 319 hours after the preparation of the solution. 
(7) 8 hours after the preparation of the solution. 
(8) 


time in 


28 hours after the preparation of the solution. 


Fig. 2 (the curve denoted “egg albumin”). This coincide 


in the main with the results of Kekwick and Cannan (1936), 
and it is seen from the figure that a lapse of the reaction time of 
about 20 minutes is needed. The small increase of the amount of 
Nz after 20 minutes may be the result of secondary reaction, the 
movement of the internal amino group to the surface of the protein 


micelle, 


ete. 
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Fig. 2. Egg albumin. 
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The little divergency of the amounts according to the pH 
values seems probably the consequence of the difference in the 
state of aggregation of the protein solution. 

2. Egg albumin-+ glucose (Table III and Fig. 3). 

The ratio of the concentration of the amino group of egg 
albumin and glucose should be 1:50, in order to compare the result 
with the case of amino acid, peptide and dioxopiperazide. As was 
above described and as shall be stated later, the amino groups of 
the protein micelle exist not only on the surface but also inside, and 
can move to the surface according to circumstances. Therefore, 
to make sure that the amount of glucose is great enough, its con- 
centration is made about twice as great as in the other case, the 
amount of Nz produced being taken as 0.28 cc. from Fig. 2. 

The whole results are given in Table III and Fig. 3. As is 
seen from them, the combination between protein and glucose runs 
parallel with the pH value, and this relation is the same as in the 
ease of amino acid and glucose, though the amount of combination 
is less in the former than in the latter. 


314 N. Shiga: 


TasLeE III, 
Egg albumin + glucose. 


Ne ee (760 mm, 22°C) 
Time Control 
(hours) pH 7 pH 8 pH 9 cae a ee eee 
0.5 0.245 0.275 0.215 a — -— 
ee 0.255 0.2 0.22 — 0.23 — 
2 — — — — — 0.23 
2.5 — -- — 0.243 — — 
3 — 0.235 0.215 — — — 
4 0.235 _- 0.21 — —_ — 
5 = — 0.215 — — = 
6 0.255 0.2 -- _ — — 
8 — 22 0.205 — 0.23 0.23 
10 — — — 0.24 = — 
2 0.225 — — — — 0.21 
29 — 0.215 — _ = a 
29.5 = — 0.195 — a = 
30 — — 0.185 — 0.23 — 
46.5 = 0.21 = — = = 
53.5 = = 0.17 — — = 
76 = — = 0.247 = = 
286 0.185** = ae ERA = ‘adsl 
319 = — = = pest —_ 
0.5 = — = — — 0.18* 
1.5 = — — 0.18* 0.18* _- 
7 = = Oull5* - == = 
28 = = 0.145* -- = = 
29.5 0.18* -~ = = es = 
30 — 0.16* — — Ons — 
5 0.22*** 
1.5 0,22%% 


* The reaction time in the van Slyke’s reaction chamber is 5 min. 


Many flochs appear in the solution. 
Ovalbumin + glycerin. 
These series are not fully given in Fig. 3 to avoid confusion. 


HX 


XXXK 
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Fig. 3. Egg albumin+ glucose. 


epH7, 4 pH8, #pH9, (0.4 : control) 


0.4b 5. 45. @ means that reaction time is 5 min. 
3 x Tepresents the value of N2 of egg albumin+glycerin 
= 0.3 pH7 pHs pH7 (control) 
ne a ee = 5° 0.247 (76 h) 
| gave 0.185 (286 h) 
50.17 (53.5 h) 
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At pH 8 the initial amount of amino-N is greater than the 
control value. To decide whether or not the increase of the initial 
amount of Ns was due to the retardation of coagulation of protein 
by the augumentation of the viscosity of the solution by the pre- 
sence of large amounts of sugar, the following experiment was 
undertaken. 

3. Egg albumin+glycerin (Table III and Fig. 3). 

The viscosity of the solution was sustained by the same con- 
centration of glycerin instead of glucose. In this case the amount 
of amino-N at pH 8 is almost the same as the control value. From 
this fact it seems probable to assume that when a substance with the 
aldehyde group exists in the solution, the amino group inside of the 
protein micelle moves to the surface of it and combines with the 
aldehyde group, and a part of the combination is released in the 
reaction chamber of the van Slyke’s apparatus, leaving more 
amino-N to react with HNO» than in the control experiment, as 
mentioned above. 


Il. Tue INFLUENCE oF D10xXAN UPON THE RELATION 
BETWEEN THE AMOUNT OF COMBINATION AND 
THE PH VALUE. 


As it seemed desirable to the author to search for the change, 
if any, of reaction between the amino group and glucose in the 
solution, in which the hydroxoniumion OH;°* is transformed to H’, 
the following experiment was made. 
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1. Material and Method. 


For our purpose, the solvent which may transform OH3;* to H* 
should be soluble in water and should dissolve amino acid, 
peptide and glucose in it, and, moreover, should not produce gas 
which is not absorbed in KMnO,—-KOH solution in the van Slyke’s 
apparatus. After several trials, 1:4-dioxan(1:4-diethylen dioxide) 
was found to supply all these demands, the 28.6% solution of which 
produces only 0.08 ec. gas per 2 ec. solution, compared with 0.12 cc. 
of gas in the case of distilled water. In this 28.6 volume % water 
solution of dioxan (Takeda), glycocoll or glycylglycine and 
glucose are dissolved in about 0.018 mol and 0.9 mol respectively, 
these making almost a saturated solution. 

All the other materials and methods remained the same as in 
the case of the pure water solution. 


2. Result. 
1. Glycocoll+ glucose (Table IV and Fig. 4). 
TABLE IV. 


Glyeylglycine + glucose (0.018 mol: 0.9 mol) 
(28.6 % dioxan solution) 


Time Nz ee (760 mm, 22°C) 

(hours) joa pH 8 pH 9 Control* 
0.2 = — = 0.93 
0.5 0.815 0.765 0.745 —— 
all 0.805 0.695 0.665 > —— 
2 0.785 0.65 0.555 — 
3 0.795 0.605 0.46 0.925 
‘ah — a as —= 
a 0.795 0.615 0.375 ae 

26.5 0.795 0.615 = — 
27 -- -- - ~ 
35 = — 0.315 = 
32 — = — 0.93 


*  Glycocoll only. pH is 9. 
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Fig. 4. Glycocoll+ glucose (28.6% dioxan solution). 
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As is seen from the table and figure, the relation of the amount 
of combination and the pH value remains almost the same as by 
the pure water solution, except the amount of combination at pH 7 
and 8 is greatly increased compared with the case of water solution. 

2. Glyeylglycine+ glucose (Table Va,b and Fig. 5a,b). 

The result is worthy of notice, since the relation of the amount 
of combination and the pH value changes to the so-called “tripep- 
tide typus”, that is, during the first 5 hours the amount of combina- 
tion at pH 8 is less than that at pH 7. 

In the dioxan-water solution the pH observed is not so correct 
because of the solvent error; especially at pH 8 the true value seems 
to be a little greater. But as was indicated in the previous report, 
the curve at pH 8.3 coincides almost exactly with that of pH 8; 
therefore, any statement about the change of the relation given 
above remains true. 

To see whether or not the reversibility of the reaction really 
existed in the case where the inversion of the order of curves of 
pH7 and 8 was made, that is, where the amount of combination 
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TABLE V a. 
Glyeylglycine + glucose (0.018 mol: 0.9 mol) 
(28.6 % dioxan solution) 


Ne ce (760 mm, 22°C) 
Time 
(hours ) pH 7 pH 8 pH 9 Control* 
0.2 cal — = 02 
0.5 0.865 0.91 TL OB35 = 
1 0.66 0.81 0.98 — 
2 0.47 0.685 0.88 = 
5 0.365 0.49 0.80 — 
4 — —_— — Ag 
5 0.30 0.29 0.66 — 
uf = 0.20 0.54 = 
!) = _— 0.465 == 
24.5 3.30 -—- = = 
28 = Oeil = == 
29.5 = == 0.12 
32.5 = = cee 1.115 
Dif = = 0.08 
* Glycylglycine only. pH is 9. 
TABLE V b. 
Glyeylglycine + glucose (0.018 mol: 0.9 mol) 
(28.6 % dioxan solution) 
N2 ce (760 mm, 22°C) 
Time pH 8—>7* ole Sr" 
jolal= 7 pH 8 (ee the eu) see the a) 
of 5.7 hours of 29 hours 
0.5 OMT 0.895 (QL es 0.165 
i 0.58 0.775 0.245** = 
2 0.44 0.565 — 0.255 
3 0.375 0.38 Oey te —_ 
4 Ss — Ose —_ 
5 0.335 0.185 —_ 0.315 
if — 0.11 — — 
9 —_ 0.08 — —— 
27.5 0.34 — — — 
30 = 0.07 — — 


These series are for the experiment to determine the reversibility. 

** The pH of the solution is about 7.1. 
*** The pH of the solution is about 6.8, the pH of the above solution 
denoted with ** being adjusted to this value after the lapse of 2 hours. 
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Fig. 5b. 


Glycylglycine + glucose (28.6% dioxan solution). 
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at pH8 is less than that at pH7 during the early period of 
standing, the same experiment as above was repeated at a room 
temperature of 23-25°C (the former experiment being at 19-22°C) 
and the reversibility was examined. On the one hand, after the 
lapse of 5.7 hours the pH of the solution with pH 8 was adjusted 
to about pH 7.1, and after standing for about 2 hours the solu- 
tion was again adjusted to about pH 6.8. On the other hand, after 
the lapse of 29 hours, when the equilibrium of the reaction is really 
attained, the pH of the initial solution with pH 8 was adjusted to 
about pH 7. In both cases the reversibility was satisfactory as is 
seen from Table Vb and figure 5b. 


8. Discussion. 


The changing of the relation of the amount of combination and 
the pH value, from dipeptide typus to tripeptide typus, by the in- 
fluence of dioxan, is a very noticeable fact. 

Concerning the cause of the changing of the relation, at least 
two possibilities can be considered at once, which will be discussed 
in the following pages. 


1. Hydrolysis. 

Van Slyke (1. ¢.), in his first report of the amino-N measuring 
method, stated that glycocoll, cystine, leucylglycine, leucylleucine 
and especially glycylglycine produce more gas than the theoretical 
amount, and since then, Leven and Van Slyke (1912), Wilson 
(1923), Schmidt (1929), Lough and Lewis (1984) and 
Kendrick and Hanke (1937) studied the same problem. <Ac- 
cording to these authors, at 20°C and during the reaction time of 
4 or 5 minutes, the extra gas produced by glycocoll, cystine, leucyl- 
glycine, leucylleucine and glycylglycine amount to about 3%, 7%, 
4%, 2%, and 24% respectively. I also found at 22°C and during 
5 or 6 minutes that glycocoll and glycylglycine produces 5.7% or 
33% more gas respectively than the theoretical amount. The 
reason for this phenomenon is not yet clear, but glycylglycine, 
which produces an especially great amount of extra gas, is assumed 
to be at least partly hydrolysed. If this assumption is true, then 
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the following possibility occurs. Glycylglycine itself behaves like 
a so-called tripeptide type, but because of the appearance of gly- 
cocoll, owing to the partial hydrolysis in a pure water solution, 
the resultant type of glycylglycine is the so-called dipeptide type, 
which is the intermediate mixture form of the tripeptide type and 
amino acid type. Then it can be assumed, that in dioxan-water 
solution, the hydrolysis is suppressed; therefore, the type of curves 
goes back to the original tripeptide type. 

To see whether this assumed possibility is true or not, J-leucyl- 
glycine, which produces only a little more gas (4.6% as is shown 
below) than the theoretical value, the order of which is equal to that 
of glycocoll, was examined in a pure water solution. The results 
are shown in Table VI and Fig. 6. As is clearly seen from the 
figure, the type of curves is exactly the same as that of glycyl- 
glycine in a water solution. Therefore, the possibility assumed 
above, that the depression of the hydrolysis might cause the change 
of type of curves in a dioxan-water solution may not be advanced. 


Fig. 6. J/-Leucylglycine + glucose. 
— hours 
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TaBLE VI. 
1-Leucylglycine + glucose (0.018 mol: 0.9 mol) 
Noce. (760mm, 22°C) 
Time ' 

(hours) pH7 pHs pH 9 pH 8—>7* | pH 9—8** | Control*** 
0 —_— — = 0.415 ~ 0.26 = 
0.5 0.80 0.81 0.89 0.47 0.26 0.99 
il 0.75 0.725 0.855 — = == 
2 0.64 0.64 0.83 —_— aaa = 
3 0.61 0.57 = —_ = == 
4 0.615 0.51 0.76 0.58 0.295 = 
6 -- 0.44 — = — — 

24 — — — — 0.295 = 
24.5 0.58 -- = — — a 
25 0.58 _ — aa —_— — 
26 at aa tied = as 0.98 
27 — 0.415 —= — —_ = 
27.5 — | 0415 | — — = = 
30 = = 0.395 — — —- 
72 — — 0.26 — — aes 


This series is for the experiment to determine the reversibility. 

The pH of the solution at pH 8 is transfered to pH 7 after the lapse 
of 27.5 hours after its preparation, and the succeeding determinations 
were made. 

This series is also for the experiment to determine reversibility. 

The pH of the solution at pH 9 is adjusted to pH 8 after the lapse of 
72 hours after its preparation. 

*** [-Leucylglycine only. pH is 9. 

The reversibility of the reaction was also examined in the case 
of l-leucylglycine. After the lapse of 27.5 hours, the pH of the 
solution with pH 8 was adjusted to 7. The reversibility is clearly 
recognized as was stated in the case of methylamine in the previous 
report. The solution with pH 9 was also examined, and after the 
lapse of 72 hours, the pH was brought back to 8, but in this case 
the reversibility is only partial. These results verify the statement 
in. the first report, that the reaction taking place seems to be re- 


versible so far as the equilibrium of the reaction attainable. Con- 
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cerning the above facts, Wadsworth and Pangborn (1936) ob- 
served that in the case of amino acid and formaldehyde the reaction 
is partly irreversible even at pH 8. 


2. Change of the dissociation constant. 


Between the dissociation constant K of a solute and the 
dielectric constant ¢ of a solvent, there is the following relation, 
as Walden (1924) showed: 


Kos? 


As the dielectric constant of pure dioxan is approximately 0, it is 
possible that in a dioxan-water solution the change of reaction may 
occur, which is due to the change of the dissociation constant of 
the amino group of glycylglycine. 

According to the measurement (the wave length used for the 
experiment is 150 meters) of Akerléf and Short (1937), the log. 
of the dielectric constant of 28.6% dioxan-water at 22°C is about 
1.72, the dielectric constant itself being about 50. Therefore, the 
dissociation constant in it is reduced to about 14 of the value in a 
pure water solution, as is seen from the following: 


Ka 28> 5k 


Ko, K: dissociation constant in water and 28.6% dioxan-water. 
€), €: dielectric constant of water and 28.6% dioxan-water. 

While it was shown in the first report that glycocoll and e- 
amino-capronic acid have the same type of curve, the pK, of which 
is 4.15 and 3.3 respectively, the dissociation constant HK, itself is 
5.6X10° and 50X10° and the ratio between them is about 8. 
Therefore, the diminution of the dissociation constant to one fourth 
of the value in a water solution alone seems not to be the cause 
of the change of type of curve. 

Just a few words about the pH,» of e-amino-capronic acid. As 
the pK, of amino acids approaches that of aliphatic amin when the 
distance between the amino group and the carboxyl group becomes 
great (Pauli, 1933) (for example, the pK, of methylamine, ethy]- 
amine, propylamine, butylamine and amylamine is 3.30, 3.26, 3.33, 
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3.53 and 3.30 respectively according to the table of Landolt- 
Bornstein), and as the pK, of 6-amino-valerianic acid is 3.30 
(Schmidt, Appleman and Kirk, 1930), it is assumed above 
that the pK, of e-amino-capronic acid may be about 3.3. 

As is given above, two possibilities considered concerning the 
cause of the change of relation in a dioxan-water solution are both 
insufficient. It might be necessary to follow up more exactly the 
behavior of glycylglycine both in dioxan-water and in water solu- 
tion. 


III. Tue Cuance or pH as a RESULT OF COMBINATION 
or AMINO ACIDS OR PEPTIDES WITH SUGARS. 


Frankel and Katchalsky (1937) found that when the 
solution of glycocoll, glycylglycine or glycylleucine and the solu- 
tion of aldose (glucose, galactose, mannose, xylose, lactose and 
maltose), the pH of which are adjusted to the same value (the 
values are about pH 5, 6, 7, 8, 9 and 9.5) are brought together, the 
pH decreases as the result of the combination of the amino group 
of amino acid or peptide with aldose. They observed by the change 
of the colour of the indicator added to the above mixture solution, 
after standing 24 or 48 hours in the dark, that in all cases there is 
the maximum of the displacement of pH value between pH 7 and 
8, and from this fact they concluded that not only dipeptide and 
aldose but also amino acid and aldose have their maximum amount 
of combination at the pH range between 7 and 8. Moreover, they 
assumed that the results of various authors, which indicate the 
continuous increase of combination of amino acid with aldose with 
increasing pH, are probably the result of involving the second kind, 
perhaps a destructive, reaction, which proceeds in strong alkaline 
medium, causing a diminution in the free amino-N and _ possibly 
also in the number of molecules, and they stated that it may be of 
importance from the physiological point of view that the optimum 
pH zone is within the physiological range. 

However, from the results of my previous study, the equili- 
brium of the reaction of glycocoll with glucose seems to be attained 
even at pH9, without showing any sign of destruction, I re- 
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examined their experiment according the method adopted by them, 
the results of which are reported in the following pages. 


1. The change of pH value. 


1. Glycocoll (44 M) + glucose (1% M). 

¥2M solution of glycocoll and 4%M solution of glucose are 
prepared separately with approximate pH values of 5, 6, 7, 8 and 
9, adding HCl or NaOH. Then both solutions with the same pH 
are mixed and placed in the dark, and after 24 hours the pH is 
measured. The result is almost the same whether the indicator 
solution is added from the beginning or after standing 24 hours 
before the observation of the pH value, whether the pH indicator 
solution is used or the Toyo pH test paper is used for pH measure- 
ment. There is also no difference between the cases in which toluol 
was added or not. The results are given in Table VII and Fig. 7. 


TasLe VIL. 
Glycocoll (3M) + glucose (3M) 


oe of the component 5.0 6.1 7.0 8.2 9.2 
pH of the mixture solution after Ze 

standing 24 hours 4.9 6.0 6.2 7.0 8.6 
ApH Oss 0.1+ 0.8 Ae 0.6 
Velie (cc) of the 4n NaOH 0.001 | 0.002 | 0.008} 0.02 | 0.142 


required by the back titration 


As is seen, the curve is of the same type as that of Frankel 
and Katchalsky. As it is clear, from my previous experiment, 
the reaction between glycocoll and glucose reaches its equilibrium 
after the lapse of about 10 hours, so it is not absurd to compare 
my results with those of Frankel and Katchalsky, the former 
being observed after standing 24 hours, the latter after 48 hours. 

2. Glycylglycine(44 M) + glucose (14 M). 

The method of the experiment is the same as in the case of 
elycocoll and glucose. 

The result is shown in Table VIII and Fig. 8, and it coincides 
well with those of Frankel and Katchalsky. 


——> ApH 
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Fig. 7. Glycocoll(#M) +glucose(3M) 


o——e ApH curve 


o-——-—o back titration curve 


x ApH curye of Frankel and 
KXatchalsky (after standing 48 h) 


TABLE VIII. 


Glycylglycine (4M) + glucose (4M) 


— > NaOH ce 


The initial pH of the component fe 

Solutions 5.0 6.1 7.0 8.2+ 9.2 
pH of the mixture solution after e Ps f 

standing 24 hours 4.9 a0 6.1 6,9 9.0 
ApH 0.1 0.6 0,9* a3 O= 
Volume (ec) of the 4n NaOH 2 

required by the back titration 0.001* | 0.007 0.025 0.116 0.03 


———> AnH 
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Fig. 8. Glycylglycine(4M) + glucose (3M) 


o——e ApH curve 


o-——-o back titration curve 


x ApH curve of Frankel and 
Katchalsky (after standing 24h) 


—> NaOH ce 


— pl 


3. Glycocoll (144 M) +fructose (4M). 

The method applied is also the same as above. The result 
given in Table [X and Fig. 9 shows that the form of curve is the 
samé as in the case of glycocoll and glucose, but in accordance with 
my early results of amino-N measurement, the amount of combina- 
tion is less compared with the latter case. 

The results of re-examination given above coincide with those 
of Frankel and Katchalsky in the main, but it is questionable 


4 
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TaBLE IX. 
Glycocoll (4M) +fructose (2M) 


The initial pH of the component 6.1 7.0 8.2 9.9 
solutions 
pH of the mixture solution after 
standing 24 hours 61 70 79 9.0* 
ApH 0 0 0.3 (= 
Volume (ec) of the 4n NaOH 0 0 0.008 0.07 


required by the back titration 


167 Fig. 9. Glycocoll(3M) +fructose (4M) isis 
1.5 ; 0.15 
Me 0.14 
ies o——e ApH curve +0.13 
12 0.12 


O-—=—=-O back titration curve 


——> NaOH ce 
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whether we can derive from these results the same conclusion as 
those authors did. 


2. The experiment of back titration. 


That the degree of the displacement of pH may indicate the 
amount of acid produced is only true so far as the buffering capa- 
city of the solutions are the same, while the degree of displacement 
does not give us any comparison of the amount of acid production, 
when the buffering capacity of the solutions differ. 

In order to know the amount of acid produced, the back 
titration of the solutions of the previous experiment to their 
original pH values was undertaken, with the use of 4n NaOH. 
The results are given in Table VII, VIII, IX and Fig. 7, 8, 9. As 
is clear from these figures, the type of curve of glycocoll and 
glucose is fundamentally different from that of glycylglycine and 
glucose, and these curves coincide in the main with the decrease 
of the amount of amino-N of previous report, though the con- 
centrations of solutes are different. Therefore, it seems probable, 
that the displacement of pH, which Frankel and Katchalsky 
thought indicates the amount of combination, does not really in- 
dicate it, but the amount of NaOH needed to bring back the pH 
to the original pH value, at least roughly, represents the extent of 
the combination, and also that the displacement of pH is the 
additional result of the combination of glycocoll or glycylglycine 
with glucose and the buffering capacity of the solution. 


3. The buffering capacity of the glycocoll 
solution at different pH. 


In order to make sure of the above assumption, the buffering 
capacity of the glycocoll solution was examined. To 44M water 
solutions of glycocoll with pH 5, 6, 7, 8 and 9, which was adjusted 
roughly by the addition of HCl or NaOH, was added the same 
amount of maleic acid or acetic acid, and the pH displacement 
was measured colorimetrically with pH test paper, and then the 
back titration to the initial pH values with 4n NaOH was under- 
taken. The reason why maleic acid and acetic acid was adopted is, 
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that the former is a little stronger acid than glycocoll or glycolic 
acid, the acidic strength of which seems to be almost equal to that of 
eglycocoll-glucose or glycylglycine-glucose compound, and the latter 
is a little weaker, the pK, of glycocoll, glycole aicd, maleic acid 
and acetic acid being 0.510, 1.5X10+, 1.3x10° and 1.8x 10° 
respectively. : 

The results summarized in Table X and Fig. 10 show clearly 
that the buffering capacity of glycocoll solution is minimum be- 
tween 7 and 8, the position of which being almost the same as that 
of the maximum of the displacement of pH value in the case of 
elycocoll+ glucose, indicating that the displacement of pH is 
ereatly influenced by the buffering capacity of the solution. 


TABLE X. 
Buffering capacity of 2M glycocoll solution. 


with maleic acid 


The initial pH value 5.6 5.9 7.2 8.0 9.0 
The pH value after the addition 

of malei¢ acid 3.9 43 Bc au 8.8 
ApH lea 1.6 2.8 2.9 0.2 


Volume (ec) of the 4n NaOH 


required by the back tritration 0.036 0.089 0.042 0.042 0.042 


with acetic acid 


The initial pH value 5.0 6.1 (Oe 8.0 220m 
The pH value after the addition 

Gf acetic acd 4.2 4.4 4.6 5.1 8.8 
ApH 0.8 ays 2.4% 2.9 0.2- 


Volume (ec) of the 4n NaOH 
required by the back titration 0.02 0.024 0.028 0.034 0.037 


Moreover, it can be seen from the figure that the curve of the 
back titration for acid, the strength of which is intermediate be- 
tween that of maleic acid and acetic acid, may be assumed as 
tolerably horizontal viewed from the figure ; therefore, it is com- 
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Fig. 10. Buffering capacity of 4M glycocoll solution, 


ApH curve by 
maleic acid 


ApH curve by 


acetic acid 


back titration curve 
of the former 


back titration curve 
of the latter 


3 4 5 6 7 8 i) 10. 


——>-p E. 
prehensible that the curve of the back titration almost coincides 
with the curve of the amount of combination as considered above. 
4, Discussion. 


Taking into consideration all these facts, it seems certain that 
the amount of the combination of amino acid with glucose increases 
with the pH value, and consequently the more acidic substance 
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* appears, the more alkaline the solution is, but because of the great 
buffering capacity of the solution in the neighbourhood of pH 9, 
the maximal displacement of pH lies not at pH 9 but between 7 
and 8. 

In the case of dipeptide and glucose, though the relation of 
the displacement of pH seems almost the same as in the case of 
amino acid and glucose, the curve of back titration differs entirely 
from that of glycocoll and glucose, the mode of the reaction taking 
place being profoundly different from that of the latter. The com- 
bination here has its optimum pH. 

Therefore, the conclusion of Frankel and Katchalsky, that 
amino acid and glucose have the optimal pH of their combination 
between pH 7 and 8, ought to be regarded as erroneous. 


CONCLUSION. 


1. The reaction between glycylalanine anhydride and glucose 
was studied at pH7, 8 and 9, the amount of amino-N being 
measured by means of van Slyke’s method as was described in 
the previous report. Egg albumin was also examined in the same 
manner. 

2. The influence of dioxan as a solvent upon the mode of 
reaction between amino acid(glycocoll) or dipeptide (glycylglycine) 
and glucose at varying pH was examined, and it was found that. 
in the presence of 28.6% dioxan-water, dipeptide behaves like 
tripeptide in a pure water solution and the behavior of amino acid 
approaches that of dipeptide in a pure water solution. 

In all cases examined the reaction was proved to be reversible 
so far as the equilibrium of the reaction may be attainable. 

The reason for the above phenomenon was given consideration, 
but remains unsolved. 

3. The change of pH as a result of the combination of amino 
acids or peptides with sugars, reported recently by Frankel and 
Katchalsky, was re-examined, and the amount of the combination 
was studied by means of the back titration. By the latter experi- 
ment and others, it is shown that the displacement of pH does not 
necessarily indicate the amount of acid produced and is greatly 
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influenced by the buffering capacity of the solution, varying at* 
different pH, and the result indicates that there exists no optimal 
pH for the combination of amino acid with glucose such as con- 
cluded by Frankel and Katchalsky. 
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Correction to the previous report. 
In the first report of this series (Shiga, 1937: This Journal, 25, 607) 
read in p. 607, 7th line; p. 620, 2nd and 21st line: 
0.018 instead of 0.009. 
(pH 9.6) instead of (pH 6.5) 
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UBER DIE HYDROLYSE DER DIAMINOBERNSTEIN- 
SAURE-PEPTIDE. 


Von 


TOSIO TAMURA. : 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. S. Akamatsu.) 


(Eingegangen am 31. Januar 1938) 


Diaminobernsteinséure ist die einfachste Diaminodicarbon- 
sdure. Solche Aminosdure wurde aber bisher keinesfalls unter den 
Abbauprodukten des LHiweisses gefunden. Daher hat eine 
fermentative Hydrolysierbarkeit der Diaminobernsteinsdure- 
Peptide an sich wohl nicht mit der Frage der Hiweisschemie zu 
tun, jedoch wiirde sie zur Bestimmung der Spezifitét naémlich des 
Wirkungsbereichs der Protease beitragen. 

Man kann die Diaminobernsteinsadure einerseits als die an dem 
/-C-Atom aminierte Asparaginsaure oder anderseits als die an dem 
f-C-Atom carboxylierte Diaminopropionsaure betrachten. Mit der 
Glycylasparaginséure hat Nakashima(1927) zuerst fermentative 
Versuche ausgefiihrt. Sie war durch Erepsin spaltbar, aber nicht 
durch Trypsin. Grassman(1930) hat die Hydrolyse dieser Saure 
der Wirkung der Dipeptidase zugeschrieben. Hinsichtlich der Di- 
aminopropionsaurepeptide ist die Angabe von Miyanoki (1931) 
vorhanden. Nach ihm ist die Diglyeyldiaminopropionsdéure durch 
Erepsin, Papain und Trypsin hydrolysierbar. 

Diaminobernsteinsdure besitzt zwei asymmetirsche C-Atome, 
daher gibt es drei Isomere. Ich bereitete Meso- und dl-Diamino- 
bernsteinsdure und synthetisierte daraus Diglycylderivate. Diese 
Tripeptide konnten durch Erepsin und Trypsin ziemlich gut, aber 
durch Papain schwach aufgespalten werden. Die Hydrolyse durch 
Erepsin ist auf die Wirkung der darin vorhandenen Aminopolypep- 
tidase zuriickzufiihren, weil die aus Hefe isolierte Dipeptidase auf 
die Diglycyldiaminobernsteinsdéure unwirksam war, dagegen diese 
Verbindung durch die Hefeaminopolypeptidase gut hydrolysiert 
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wurde. Es war ausserdem sehr bemerkenswert, dass die Diglycyl- 
Meso- oder dl-Diaminobernsteinsiure durch Pepsin und zwar 
optimal bei PH 2 abgebaut wurde. Die Stereoisomerie der Sub- 
strate verursachte keinen wesentlichen Unterschied an dem Ver- 
halten gegen die proteolytischen Fermente. 

Monoglycyldiaminobernsteinsiure konnte ich nicht darstellen. 
Es beruhte auf der Schwierigkeit, das Chloracetylieren der Di- 
aminobernsteinsiure nur an einer von beiden Aminogruppen be- 
schrinkt auszufiihren. Auch bei Benzoylieren dieser Aminosaure 
wurde ausschliesslich Dibenzoyldiaminobernsteinséure in wech- 
selnder Ausbeute je nach der gebrauchten Menge von Benzoyl- 
chlorid erhalten. Dibenzoyl-Meso- oder dl-Diaminobernsteinsaure 
war resistent gegen Histozym, diese Unspaltbarkeit ist sicher 
dadurch bedingt, dass die Benzoylverbindung zwei freie Carboxyl- 
eruppen enthalt, weil sowohl Benzoylasparaginséure als auch 
Benzoylglutaminséure, wie So (1931) friiher untersuchte, durch 
dieses Ferment nicht aufzuspalten sind. 

Aus den Di-Chloracetyl-Meso- und dl-Diaminobernsteinsaure- 
di-Athylestern konnte ich die Anhydro-Diglycyl-Diaminobernstein- 
sauren darstellen. Bei beiden Anhydriden sind zwei Diketopipera- 
zinringe direkt an einer Stelle mit einander verbunden. Ein Unter- 
schied hegt bloss darin, dass bei der Mesoverbindung ein Diketo- 
piperazinring um die Valenzachse gedreht vorhanden ist. Sie zeig- 
ten starke Carbonylreaktion beim Erwarmen unter Zusatz mit 
Pikrinséure und Carbonat. Anhydro-Diglycyl-Diaminobernstein- 
sduren konnten durch verschiedene Protease nicht hydrolysiert 
werden. Dies kann vielleicht damit erklirt werden, dass jene 
Diketopiperazinverbindungen keine dissoziierbare Seitenkette ent- 
halten. 

Die Angabe von Ishiyama (1933), dass die Anhydroglycylas- 
paraginsdure und die Anhydroglycylglutaminsiure wegen der Ex- 
istenz der dissoziierbaren Carboxylgruppe in der Seitenkette durch 
Trypsin spaltbar sind, wurde von Shibata (1934) und Tazawa 
(1985) bestatigt. Diese beiden Autoren gingen noch weiter und 
haben angegeben, dass die in der Seitenkette dissoziierbare basische 
Gruppe tragenden Diketopiperazinverbindungen durch Pepsin 
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hydrolysierbar sind. Solehe Moéglichkeit haben wir wohl friiher 
angenommen, jedoch konnten wir leider die basischen Diketopi- 
perazinderivate wie das Diaminopropionsdureanhydrid nicht dar- 
stellen und unsere Arbeitshypothese wurde nicht verwirklicht. Nur 
mochte hier hinzugefiigt werden, dass nach Matsui (1984) die 
Glycyl-Anhydro-Glycyldiaminopropionsaure durch Pepsin nicht 
hydrolysiert werden konnte. 

Die Theorie von Diketopiperazinspaltung von Ishiyama und 
Shibata wurde aber von Waldschmidt-Leitz (1935) und Aka- 
bori (1936) angegriffen, indem sie jene Hydrolyse in keinem Fall 
bestatigen konnten. Bei dieser Gelegenheit habe ich untersucht, 
ob die Carboxyl-substituierten Diketopiperazine fermentativ tiber- 
haupt spaltbar seien. Das Experiment ergab, dass das Glycyl- 
asparaginsaureanhydrid und das Asparagylasparaginsaureanhydrid 
durch den Glycerinextrakt des Schweinepankreaspulvers gut auf- 
gespalten wurden. Nach der kirzlich veroffentlichten Mitteilung 
von Shibata und Tazawa(19386) sollten jene negativ verlaufenen 
Nachpriifungen von Waldschmidt-Leitz und Akabori bloss 
auf die schwache Aktivitat der gebrauchten Fermentlosungen 
zuriickegefiihrt werden, weil die Affinitat der Proteinase zu syn- 
thetisierten Diketopiperazinen eigentlich kleiner als zu hochmole- 
kularen Eiweisskérpern ist, und daher fiir die Hydrolyse der 
ersteren eine weit grdssere Menge von Proteinase als fiir die der 
Proteine erforderlich ist. Ob diese Erklarung an sich zutrifft, soll 
kiinftig untersucht werden. 


Experimenteller Teil. 
I. Darstellung der Substrate. 


A. Diaminobernsteinsaure. 


Dioxyweinsaures Natrium wurde nach Chattaway und 
Humphrey (1927) bereitet. Ausbeute 220g aus 200g Wein- 
siure. Zur Darstellung des Phenylhydrazons war es vorteilhaft 
mit kleinen Portionen zu arbeiten. 28 g Natriumsalz der Dioxywein- 
siure wurde in 180cem HCl(1:1) geldést, mit 32g Phenyl- 
hydrazinchlorhydrat in 1500 cem HCl1(1:100) versetzt und nach 
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10 Minuten noch 2 Stunden im Wasserbad auf 80° erwarmt. <Aus- 
geschiedene Kristalle von Di-Oxyweinséure-bis-Phenylhydrazon 
wurde abfiltriert, mit heissem Wasser gut gewaschen und getrock- 
net. Ausbeute 24g. Uberfiihrung des Bis-Phenylhydrazons in 
Diaminobernsteinsaure habe ich nach Farchy und Tafel (1893) 
ausgefiihrt. 25¢@ Natriumhydroxyd wurde in 600cem Wasser 
gelést und abgekiihlt. Darin wurden 100g Di-Oxyweinsaure-bis- 
Phenylhydrazon und mit 1000¢ Hisstiicken versetzt. Hydrazon 
ging bald in Lésung. Dann wurde 3kg 214% Natriumamalgam 
in Portionen binnen 5 Minuten eingeworfen und die ganze Masse 
30 Minuten auf der Schiittelmaschine gut geschiittelt. Um die 
Alkalinitaét abzustumpfen, wurde 167g 30% Schwefelsaure hinzu- 
gefiigt und die Schiittelung wurde noch eine Stunde fortgesetzt. 
Die von Quecksilber abgestrennte Losung schiittelte man dreimal 
mit Ather aus, filtrierte die wiisserige Lésung und siiuerte das 
Filtrat mit Schwefelséure an, bis es Kongopapier blaute. Dabei 
schied sich Mesodiaminobernsteinséure aus. Nach 24 Stunden 
wurden die Kristalle auf der Nutsche gesammelt. Das Filtrat 
diente zur nachherigen Darstellung der Racemiséiure. Die Meso- 
saurekristalle waren noch gefarbt und mit Natriumsulfat vermischt. 
Daher wurden sie durch Waschen mit heissem 95% Alkohol ent- 
farbt und dann mit Wasser gewaschen, um Natriumsulfat méglichst 
zu entfernen. Die ungeldst gebliebene Mesosiure léste man in 
verdiinnter Natronlauge, entfairbte die Losung mit aktiver Kohle 
und sauerte sie mit Essigsiure schwach an. Mesodiaminobern- 
steinsaure schied sich nun in spindelformigen Kristallen ab. <Aus- 
beute 12 ¢. 

Analyse: 

0.1026 g Substanz lieferten 0.0194 g Kjeldahl-N. 
Fiir C:HsN20.(148.1) berechnet 18.9% N, 
gefunden 18.4% N. 

Das oben erwahnte Filtrat von den rohen Mesosiurekristallen 
wurde mit Natronlauge gegen Lackmus neutralisiert und mit Ather 
wiederholt geschiittelt. Als die wiasserige Lésung im Eisschrank 
aufbewahrt wurde, kristallisierte die racemische Diaminobernstein- 
sdure aus. Das zusammengefallte Natriumsulfat wusch man mit 
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Wasser aus. Die Racemisiure wurde in 55cem 10% Salzsiure 
warm gelost und mit 200 cem Wasser versetzt. Nach 24 Stunden 
wurde die von wenig ungeldster Mesosiure abfiltrierte Lésung mit 
aktiver Kohle entfirbt und mit Natronlauge gegen Lackmus 
neutralisiert. Racemische Diaminobernsteinsiure  kristallisierte 
allmahlich in prismatischer Form aus. Ausbeute 8.2 g. 
Analyse: 
0.1284 g Substanz lieferten 0.0243 g Kjeldahl-N. 
Fiir C:HsN20.:(148.1) berechnet 18.9% N, 
gefunden 18.9% N. 

B. Diglycyl-Meso-Diaminobernsteinsdiure. 

4.44 ¢ Mesodiaminobernsteinsdure wurde in 90cem N NaOH 
gelost und unter Abkiihlung abwechselnd mit 66 ee¢m N NaOH und 
7.5 g Cholracetylchlorid in 24 cem Ather wie iiblich versetzt. Zum 
Ausfallen der Di-Chloracetylverbindung bin ich wie folgt ver- 
fahren. Nach Abheben der atherischen Schicht wurde die Lésung 
mit N HCl lackmusneutralisiert, im Hisschrank iibernacht auf- 
bewahrt, von der abgeschiedenen freien Diaminosdure befreit, dann 
mit N HCl versetzt, bis die Losung gegen Kongo deutlich sauer 
reagierte. Gebrauchte HCl-Menge war insgesamt 90 ccm. Beim 
Aufbewahren im HEisschrank schied sich Di-Chloracetyl-Meso- 
Diaminobernsteinsdure in prismatischen Kristallen aus. Sie wurde 
mit Wasser gut gewaschen und von anhaftendem Chlorid befreit. 
Ausbeute 4.6g. Schmelzpunkt 205°. 

Analyse: 

0.0815 g Substanz lieferten 0.0076 g Kjeldahl-N. 
Fiir CsHwOcN2Cle(301.02)  berechnet 9.3% N, 
gefunden 9.2% N. 

3.5 ¢ Dichloracetyl-Mesosiure wurde in Druckflasche mit 74 
eem konz. Ammoniak versetzt. Bei Zimmertemperatur ging der 
Inhalt selbst nach 3 Tagen nicht vollig in Losung. Daher wurde 
die ganze Masse 2 Stunden im Autoklave auf 100° erhitzt. Die 
klare Losung wurde bei 40° unter vermindertem Druck einge- 
dampft, der syrupose Riickstand in wenig Wasser gelést und die 
Losung mit gleichem Volumen Alkohol versetzt. Nach 1 Tage 
wurden die ausgeschiedenen Kristalle im heissem Wasser gelost 


340 T. Tamura: 


und wieder mit gleichem Volumen Alkohol gefallt. Ausbeute 1.3 g. 
Sie sinterte bei 260° und schmolz bei 275° unter Zersetzung. 


Analyse: 


0.0392 g Substanz lieferten 0.0084 g Kjeldahl-N. 
Fiir CsHuOoNs (262.15) berechnet 21.4% N, 
gefunden 21.5% N. 


C. Diglycyl-dl-Dianuinobernstemsaure. 


3.32 ¢ dl-Diaminobernsteinsiure wurden wie bei Mesosaure 
chloracetyliert. Ausbeute 3.8 g. Dichloracetyl-Diaminobernstein- 
sdure kristallisierte in Prismen und schmolz bei 208°. 

Analyse: 

0.0784 g Substanz heferten 0.0073 g Kjeldahl-N. 
Fiir OsHiOoN2Cl(301.02) — berechnet 9.3% N, 
gefunden 9.1% N. 

2.9@ Dichloracetyl-racemisiure wurde in 41 ccm konz. Am- 
moniak gelost und nach 4 Tagen wurde die Losung unter ver- 
mindertem Druck eingedampft. Der syrupose Riickstand wurde 
in wenigem Wasser gelost und mit gleichem Volumen Alkohol ver- 
setzt. Die ausgeschiedene olige Masse kristallisierte aber nicht. 
Daher wurde sie nach 3 Tagen von der tiberstehenden Flissigkeit 
getrennt, wieder in wenig heissem Wasser gelost und im Hisschrank 
tbernacht aufbewahrt. Die abgeschiedene kristallinische Masse 
wurde abfiltriert und das Filtrat wurde mit gleichem Volumen 
Alkohol versetzt. Als die triibe Losung im Eisschrank aufbewahrt 
wurde, schieden sich daraus 2 ¢ Diglyeyl-dl-Diaminobernsteinsaure 
ab. Sie sinterte bei 237° und schmolz bei 245° unter Zersetzung. 

Analyse : 


0.0354 g Substanz lieferten 0.0075 g Kjeldahl-N. 
Fir CsHisOoNs (262.15) berechnet 21.5% N, 
gefunden 21.2% N. 


D. Diglycyl-Mesodiaminobernsteinsiure-Anhydrid. 


5g Mesodiaminobernsteinsiure wurde in 100cem Absolut- 
alkohol suspendiert und darin trocknes HCl-Gas bis zur Sittigung 
geleitet, dabei léste sich bald die Saure und dann schied sich 
allmahlich eine weissliche Masse aus. Die ganze Masse wurde 
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erwarmt und die vollig klar gewordene Lisung wurde nach dem 
Behandeln mit aktiver Kohle heiss filtriert. Beim Abkiihlen 
schied sich Mesodiaminobernsteinsdurediithylester-Dichlorhydrat 
in rhombischen Kristallen aus, welehe mit kaltem Alkohol und 
Ather gewaschen wurden. Ausbeute 5.8g¢. Schmelzpunkt 178°. 
Analyse: 
0.0650 g Substanz lieferten 0.0067 g Kjeldahl-N. 
Fiir CsHisOsN2Cl2(277.07) berechnet 10.1% N, 
gefunden 10.3% N. 
Chloracetylieren des Esters wurde wie folgt ausgefiihrt. 2.8 ¢ 
Ester-Dichlorhydrat wurde in 40 cem Ather suspendiert und unter 
starkem Abkiihlen 10 cem 2N NaOH und ausserdem mit 8 g Koch- 
salz versetzt. 2.5g Chloracetylchlorid in 30ceem Ather wurde 
vorher bereitet und die Halfte davon wurde in jene Esterlosung 
eingegossen und gut geschiittelt. Die andere Halfte des Chloracetyl- 
chlorids und 15 cem Sodalosung, die 2.6g wasserfreies Natrium- 
earbonat enthielt, wurden dann wie iiblich abwechselnd in 5 Por- 
tionen zugesetzt. In der atherischen Schicht schied sich Dichlor- 
acetylmesodiaminobernsteinsaurediathylester in Nadeln aus. Sie 
wurden auf der Nutsche gesammelt, zuerst mit Wasser bis zur 
Chlorfreiehit und dann mit Ather gewaschen. Ausbeute 2.3 g. 
Schmelzpunkt 156°. 
Analyse: 
0.1016 g Substanz lieferten 0.0079 g Kjeldahl-N. 
Fiir CwHisOcN2Cle(357.08) berechnet 7.9% N, 
gefunden 7.8% N. 
4g Dichloracetylmesosdureester wurden in 80 ccm von bei 0° 
mit Ammoniak gesattigtem Absolutalkohol gelost und bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. In der Losung fallte sich allmahlich 
eine kristallische Masse aus. Nach 2 Tagen wurden die Kristalle 
gesammelt, im Wasser gelost und durch Zusatz mit gleichem 
Volumen Alkohol gefallt. Sie wurden mit Alkohol gewaschen und 
in Exsikkator getrocknet. Ausbeute 0.5g. Schmelzpunkt 183°. 
Analyse: 


0.0222 g Substanz lieferten 0.0056 g Kjeldahl-N. 
Fiir CsHi00.N1 (226.08) berechnet 24.8% N, 
gefunden 25.2% N. 
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E. Diglycyl-dl-Diaminobernsteimsiure-Anhydrid. 


di-Diaminobernsteinsaure - Diathylester-Dichlorhydrat konnte 
nicht in kristallinischer Form hergestellt werden. Daher wurde 
die veresterte Loésung einfach méglichst dick emgedampft und 
weiter wie bei dem Mesosiureester chloracetyliert. Die dabei 
zuzusetzende Menge von Chloracetylchlorid und Carbonat wurde 
einfach aus der zum Verestern gebrauchten Diaminosauremenge 
berechnet. Auch in diesem Fall schieden sich in der Atherschicht 
nadlige Kristalle aus. Sie waren Di-Chloracetyl-dl-Diaminobern- 
steinsaure-Diadthylester und schmolzen bei 142°. Ausbeute 3.8 g 
aus 9.8¢ dl-Diaminobernsteinsaure. 

Analyse: 

0.1257 g Substanz lieferten 0.0098 g Kjeldahl-N. 


Fiir CrHisOcN2Cle(357.08) berechnet 7.9% N, 
gefunden 7.8% N. 


2.7¢@ Dichloracetylracemisdéureester wurde in 54 cem von dem 
bei 0° mit Ammoniak gesattigtem Absolutalkohol gelost und weiter 
wie bei der Mesoverbindung behandelt. Ausbeute 0.4g¢ dl-An- 
hydrid. Schmelzpunkt 167°. 


Analyse: 
0.0231 g Substanz lieferten 0.0058 g Kjeldahl-N. 
Fiir CsH1001N, (226.08) berechnet 24.8% N, 
gefunden 24.9% N. 


F. Dibenzoyl-Meso-Diaminobernsteinsiure. 


1.5¢ Mesodiaminobernsteinsiure wurden in 50cem N NaOH 
geldst und wie iiblich unter Abkiihlung abwechselnd mit 7¢ 
Benzoylchlorid und 60 cem N NaOH versetzt. Nach einer Stunde 
wurde die Losung mit Salzsdure gegen Kongopapier schwach ange- 
siiuert und mit Ather geschiittelt, um die abgeschiedene Benzoe- 
sdure zu entfernen. Die ungeldst gebliebene Dibenzoylmesodi- 
aminosaure wurde mit Wasser gut gewaschen, in 50% Alkohol 
gelost und unter vermindertem Druck eingedampft, wobei die 
Dibenzoylverbindung sich in prismatischen Kristallen ausschied. 
Schmelspunkt 212°. Ausbeute 1.7 g. 
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Analyse: 
0.0560 g Substanz lieferten 0.0044 g Kjeldahl-N. 
Fiir CisHisOeN2 (356.15) berechnet 7.9% N, 


gefunden 7.9% N. 
G. Dibenzoyl-dl-Diaminobernsteinsiure. 


Sie wurde in gleicher Weise wie die Mesoverbindung darge- 
stellt. Die von der Benzoesiiure befreite Dibenzoylverbindung 
wurde in diesem Fall aus heissem Wasser umkristallisiert. Schmelz- 
punkt 152°. Ausbeute 2.5 ¢. 


Analyse: 
0.0724 g Substanz lieferten 0.0058 g Kjeldahl-N. 
Fiir CisHisOsN2 (356.15 ) berechnet 7.9% N, 


gefunden 8.0% N. 
H. Glycylasparaginséureanhydrid. 


Es wurde nach Ishiyama (1933) hergestellt. Glycylas- 
paraginsdureanhydridathylester schmolz bei 210° und der daraus 
nach Verseifung bekommene Anhydrid bei 213°. 


Analyse: 
0.0474 g Substanz lieferten 0.0076 g Kjeldahl-N. 
Fiir CoHs0.N2(172.08) berechnet 16.3% N, 


gefunden 16.0% N. 


I. Asparagylasparaginséureanhydrid. 
Es war das Praparat, das von Ishiyama friher dargestellt 


wurde. 


Il. Fermentlosungen. 

a) Pepsin: 1% wisserige Losung von Pepsin (Merck oder 
Parke-Davis). 

b) Trypsin: 2% Loésung von Trypsin (Griibler). 

c) Enterokinase wurde nach Waldschmidt-Leitz (1927) 
dargestellt. 

d) Erepsin: Das getrocknete Schweinedarmpulver wurde 
iibernacht mit 5 fachem 87% Glycerin extrahiert, der Auszug 30 
Minuten auf 55° erwarmt und zentrifugiert, die tiberstehende 
Losung mit Essigsaure auf Px 4.6 angesduert und Wasser zugesetzt, 
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um den Glycerinextrakt endlich anderthalbfach zu verdiinnen, 
dann die Lésung nochmals zentrifugiert und die tiberstehende 
Losung mit Ammoniak neutralisiert. 

e) Dipeptidase und Aminopolypeptidase wurde nach 
Grassmann (1930, 1934) aus Hefe isoliert. 


III. Versuchsanordnung. 


Die Zusammensetzung der Versuchslésungen wird in jedem 
Protokolle angegeben. Die Substratlosung wurde beim Pepsin- 
versuch vorher durch Salzsdurezusatz auf PH 2 angesauert und 
beim Erepsin- oder Trypsinversuch zu Pu 8 alkalisiert. Pu wurde 
elektrisch gleich nach der Anstellung der Versuche bestimmt. Ver- 
suchstemperatur 37°. Die Hydrolyse wurde, wenn nicht besonders 
angegeben, an 10 cem Losung mittels alkoholischer Titration nach 
Willstatter-Waldschmidt-Leitz (1921) verfolet. Beim Ver- 
such j}) wurde die Titration an 5cem ausgefiihrt. Titrierendes 
Alkali war M/5 alkoholisches KOH. Kontrolleversuche wurden 
jedesmals ausgefiihrt und ihre Werte von den Hauptversuchen 
abgezogen. Totale Spaltung einer Peptidkette wurde als 100% 
Hydrolyse angesetzt. 


IV. Ergebnisse. 


a) Peptische Hydrolyse der Glycyldiaminobernsteinsiure und 
thres Anhydrids. 


M/20 Losung 3 ccm 
M/10 Glykokoll-HCl-Puffer (5:5) 4 » }pa 1.9 
Pepsin (Merck) 3” 
. ' COOH-Zuwachs : 
Substrate nach an com /s KOH Hydrolysengrad 
Diglycyl-Meso-Diamino- 4 Stdn. 0.33 22.0% 
Bernsteinsaiure J 24 » 0.70 46.6 » 
Diglyeyl-dl-Diamino- 4  » 0.09 6.0 » 
Bernsteinsaéure 24 » 0.12 8.0 » 
Diglycyl-Mesodiamino- 4 » 0.01 Spur 
Bernsteinséure-Anhydrid 24 » 0 0 
Diglyeyl-dl-Diamino- 4  » 0.01 Spur 
Bernsteinsaure-Anhydrid 24.» 0.01 Spur 
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b) Tryptische Hydrolyse der Diglycyldiaminosiure und ihres 


Anhydrids. 
M/20 Lésung 3 ccm 
M/10 Phosphatpuffer (0.5: 9.5) 4» \re 8.0 
Trypsin oy ty 
COOH-Zuwachs ’ 
Substrate nach tneem NUS KOU Hydrolysengrad 
Diglycyl-Meso-Diamino- 4 Stdn. 0.36 24.070 
Bernsteinsiure 94 99 0.44 29.3 » 
Diglycyl-dl-Diamino- ae: 0.24 16.0 » 
Bernsteinsaure 294 59 0.37 24.7 »» 
Diglycyl-Mesodiamino- ee 0.0 Spur 
Bernsteinsaéure-Anhydrid 94 » 0.02 Spur 
Diglycyl-dl-Diamino- canes 
Bernsteinsaure-Anhydrid 94 95 


c) Hydrolyse der Diglycyldiaminosiure und ihres Anhydrids 


durch aktiviertes Trypsin. 


M/20 Loésung 


3 com 


M/10 Phosphatpuffer (0.5: 9.5) 4 » 


Trypsin- Kinase 


3 


\pn 8.0 


COOH-Zuwachs 


Substrate nach incom W/5 KO Hydrolysengrad 
Diglycyl-Meso-Diamino- 4 Stdn. 0.38 25.3% 
Bernsteinséure 24 » 0.39 26.0 » 
Diglycyl-dl-Diamino- 4 » 0.42 28.0 » 
Bernsteinsaure 24» 0.46 30.6 » 
Diglycyl-Meso-Diamino- Aa? 0.02 Spur 
Bernsteinsaure-Anhydrid 24 » 0 0 
Diglycyl-dl-Diamino- 4  » 0.02 ~ Spur 
Bernsteinséure-Anhydrid 24 » 0.04 Spur 


d) Ereptische Hydrolyse der Diglycyldiaminosdure und thres 


Anhydrids. 
M/20 Losung 3 ecm 
M/10 Phosphatpuffer (0.5: 9.5) 4» 
Erepsin a) 


\en 8.9 
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COOH-Zuwachs 
Substrate nach een D KOH Hydrolysengrad 

Diglyeyl-Meso-Diamino- 4 Stdn. 0.28 18.7% 

Bernsteinsiure 24 » 0.31 20.6 » 
Diglycyl-dl-Diamino- 4  » 0.29 19.3 » 

Bernsteinsaure a ae 0.51 34.0 » 
Diglyeyl-Mesodiamino- 4 » 0 0 

Bernsteinsaure-Anhydrid 24 » 0.01 Spur 
Diglyeyl-dl-Diamino- 4  » 0 0 

Bernsteinsiure-Anhydrid 24.» 0.03 Spur 


e) Hydrolyse der Diglycyl-Meso-Diaminobernsteinsdure durch 


Papain. 

M/20 Loésung 3 cem 

N/5 Acetat-Essigsaure (14.1: 5.9) 4 % fen 5.0 

Papain-KCN a. 

‘ COOH-Zuwachs ; Z 
Substrate nach Seo, SORT Hydrolysengrad 
Diglyeyl-Meso-Diamino- 4 Stdn. 0.06 4.0% 
Bernsteinsiure 124 0s 0.08 5.3 » 


f) Pu-Optimum der tryptischen Hydrolyse der Diglycyl- 
Mesodiamino-Bernsteinsaure. 


M/20 Lésung 3 cem 
M/10 Phosphatpuffer 4 » 
Trypsin 3» 
COOH-Zuwachs 
Pu nach in comin /5 KOH Uydrolysengrad 
a 4 Stdn. 0.09 6.0% 
ce 24» 0.24 16.0» 
7.0 ay es 0.18 12.0» 
24 » 0.38 - 25.4 9 
7.5 tie. 0.20 13.3 » 
24 » 0.39 26.0 » 
8.0 ne 0.18 12.0 »» 
24» 0.28 18.7 » 


g) Pu-Optimum der peptischen Hydrolyse der Diglycyl- 
Meso-Diamino-Bernsteinsaure. Bei diesem Versuch wurde 
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die Hydrolyse mittels Titration nach Linderstrém-Lang 
(1928) verfolet. 


M/20 Lésung 3 eem 
M/10 Citrat-Salzsiure 4 » 
Pepsin (Parke-Davis) By 
Cee NH2-Zuwachs 
PH nach an een. N/10 HCI Hydrolysengrad 
1.0 4 Stdn. 0.01 Sour 
24 » 0.19 6.3% 
~ = 2 0.11 Bhi 2 
a 24» 0.20 Gis 
4 ” — — 
id 24» 0.19 6.3.» 
20 4  » 0.14 4.6 » 
i 2a) 2 0.22 7.3 
4 » 0.01 Spur 
69 24» 0 0 
h) Hydrolyse der  Diglycyl-Meso-Diaminobernsteinsaure 
durch Hefeaminopoly peptidase. 
M/20 Losung 3 ecm 
M/10 Phosphatpuffer (6.0: 4.0) ALD) fen 7.0 
Aminopolypeptidase 3.” 
COOH-Zuwachs : E 
nach aeons KOK Hydrolysengrad 
4 Stan. 0.05 | 6.7% 
24 » 0.20 26.6 » 
6 Tagen 0.28 37.3 ». 


Unter derselben Bedingung war die Hefe-Dipeptidase un- 


wirksam. 


1) 


Wirkung des Histozyms auf die Dibenzoyldiaminobern- 


steinsauren. 


Als Histozym wurde der Glycerinextrakt der Schweineniere 
gebraucht. Die Wirkung dieser Glycerinlosung wurde vorher wie 


folgt geprift. 
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M/2 Hippursiiure 1.25 cem 
M/10 Phosphatpuffer (1:1) 1257 ja 6.8 
Histozym 2.50 »” 
COOH-Zuwachs ’ 
nach in ec NS KOE Hydrolysengrad 
20 Stdn. 1.46 46.7% 


M/4 neutralisierte Lésung der Meso- und di-Substrate wurde 
vorbereitet. 


M/4 Substratlosung 2.5 eem 
M/10 Phosphatpuffer (1:1) Boy fea 6.8 
Histozym 20 ” 


Beide Substrate blieben nach 2 Tagen noch ganz intakt. 


j) Hydrolyse des Glycylasparaginsdureanhydrids: und As- 
paragylasparaginsaureanhydrids. = 


Als Fermentlo6sung wurde der mit dem fiinffachen Volumen 
Wasser verdiinnte Glycerinrohextrakt des Schweinepankreaspul- 
vers gebraucht. Fermentlosung wurde wie folgt bereitet. Das 
acetongetrocknete Schweinepankreaspulver wurde mit 16 facher 
Menge Glycerin bei 30° 8 Stunden extrahiert und der Extrakt 
wurde mit 5 fachem Volumen Wasser verdiinnt und dann zentri- 
fugiert. Diese Losung wurde ohne weiteres Behandeln zum 
Versuch gebraucht. 


1) Glycylasparaginséureanhydrid. 


M/20 Substratlosung 10 eem 
M/10 Phosphatpuffer (0.5: 9.5) 4 » PH 8.0 
Pankreaspulverextrakt 3” ak 
Kinaselosung od. Wasser Bye 
COOH-Zuwachs 
nach an cern NGS IO: Hydrolysengrad 
Pankreaspulver- 4 Stdn. 0.07 5.6% 
extrakt D4 0.10 8.0 » 
Pankreaspulver- oe 0.14 11.2 
extrakt + Kinase 24» 0.18 14.4» 
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2) Asparagylasparaginsiureanhydrid. 


Substanz 0.0788 g 
Wasser 10 cem 
M/10 Phosphatpuffer (0.5: 9.5) 4 » +PH 8.0 
Pankreaspulverextrakt 3” 
Kinaselésung Sa) 
COOH-Zuwach 
nach . ge ae /5 KOH Hydrolysengrad 
4 Stdn. 0.11 12.8% 
24 » 0.16 18.6 » 
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ZUR BESTIMMUNG DER CHOLSAURE. 
I. Mitteilung: Livulose-HCl-Methode. 


VON 


YOSHITAKA OHYAMA. 


(Aus dem Physiol.-Chemischen Laboratorium der “Nippon” Medizinischen- 
Hochschule, Tokio. Vorstand: Prof. Dr. K. Kaziro.) 


(Hingegangen am 31, Januar 1938.) 


Es fehlt bis jetzt noch eine zuverlissige Methode, die eine 
spezifische Gallensdéure aus einem Gallensiuregemische, wie man es 
gewohnlich bei tierischen Materialien zu verarbeiten hat, isoliert zu 
bestimmen befahigt. Durch Anwendung der Mylius-Reaktion ist 
es einmal Lang und Luecken (1934) gelungen, Cholsdure verein- 
zelt zu bestimmen. Die Methode gibt jedoch aus praktischen 
Griinden keine zufriedenstellenden Resultate. Dagegen gelingt die 
Bestimmung der Cholséure unter Anwendung von Gregory- 
Pascoeschen (1929) Farbreaktion mit Furfurol und Schwefel- 
sdure (55%) mit besseren Resultaten;—Nakagawa und Fuji- 
kawa(1930), Reinhold und Wilson(1932), Josephson(1935), 
Doubilet(1936). Vor kurzem wurde wieder eine neue Methode 
von Abe (1937) gefunden, nach der mittels Pulfrich-Photometer 
Cholsaure und Desoxycholséure fraktioniert zu bestimmen ermo- 
elicht wird. Die Methode griindet sich auf die rote Farbreaktion 
der genannten Saéuren mit Phosphorséure und Vanillin, die eben- 
falls von Chabrol wa. (1934) zur Bestimmung gebraucht wurde. 
Dureh Anderung der Konzentration der zur Farbentwicklung 
benutzten Phosphorsaure konnte Abe diese beiden Sauren getrennt 
bestimmen. 

Veranlasst durch einen besonderen Zweck meiner Arbeit, habe 
ich mich in dieser Zeit auch bemiiht, eine zuverlissige spezifische 
Methode zur Bestimmung der Cholsaure auszugestalten, welche sich 
ausschliesslich auf Cholsiure anwenden lassen wiirde. Wie hier 
berichtet wird, lasst Cholsaure sich auf kolorimetrischem Wege und 
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in ziemlich einfacher Weise, unter Anwendung einer prachtvollen 
karminroten Farbreaktion mit Lavulose und konz. Salzsaure 
bestimmen. Die Reaktion ist auch eine Art Modifikation der alt- 
bekannten Pettenkofer-Reaktion mit Rohrzucker und konz. 
Schwefelsiure, ist genau so empfindlich wie diese, aber jener oder 
ahnlichen Modifikationen, wegen ihrer hoher Empfindlichkeit und 
Spezifitit gegen Cholsiure weit tiberlegen. Die entwickelte Farbe 
ist unter bestimmten Bedingungen dusserst stabil und rein, was 
fiir die Kolorimeterie besonders vorteilhaft ist. Ausser durch 
Hiweisstoffe, welche sich leicht durch Alkoholfallung beseitigen 
lassen, scheint diese Reaktion nicht durch die tiblichen Bestandteile 
der biologischen Materialien, welehe in Alkohol léslich sind, gestort 
za werden. Die Gallenfarbstoffe stéren die Reaktion nur, wenn sie 
in hoher Konzentration enthalten sind. Bei einer Galle, die die 
Cholséure in gewisser Menge enthalt, wenn auch nicht als Haupt- 
eallensiure, wird die Reaktion niemals durch deren Farbstoffe 
gestort (auch nicht bei einer starken Konzentration derselben) weil 
man bei der Bearbeitung solcher Galle nur einen kleinen Bruchteil 
davon zur Bestimmung braucht. Weder Fette, Fettsauren, noch 
andere Lipoide stéren die Reaktion. 

Wie aus den im folgenden beschriebenen Versuchen hervor- 
geht, wurde die Methode zur Bestimmung der Cholséure in der 
Galle angewandt. Die Zuverliassigkeit dieser Methode wurde durch 
die Zusatzversuche vollig bestitigt, indem die Ergebnisse der 
Bestimmung immer der berechneten Menge entsprachen. Die 
zugesetzte Cholsaure im Blut und in der Leber des Kaninchens 
wurde durch diese Methode quantitativ wiedergefunden. 

Diese Farbreaktion lasst sich auch zur Bestimmung mittels 
Pulfrich-Photometer verwenden. (Die typische Farbkurve und 
die Aichkurve werden im Versuchsteil angegeben). Hierbei 
begegnet man jedoch, wegen der rauchenden Salzsiure, die man 
zur Entwicklung der Farblésung benutzt, einer unangenehmen 
technischen Schwierigkeit, die schwer zu tiberwinden ist. Fiir das 
Photometer ist die blaue Reaktion nach Gregory und Pascoe 
besonders geeignet. Dariiber wird demnichst von Shimada(1938) 
aus dem hiesigen Laboratorium ausfiihrlich berichtet werden. 
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1. Uber die Spezifitit der Livulose-HCl-Reaktion. 


Die getrockneten Gallensiituren wurden mit gleicher Menge 
Lavulose in einem Reagenzrohr zusammengebracht, mit konz. Salz- 
sdure (38%) versetzt und auf dem Wasserbade bei ca. 70°C 
gehalten. In gleicher Weise wurden ausser Gallensiure noch eine 
Reihe von in Frage kommenden anderen Substanzen wie Choles- 
terin, verschiedene Fettsiuren und Eiweisstoffe auf die genannte 
Reaktion gepriift. Die Reaktion zeigt sich bei Gallensiuren 
ausserst spezifisch auf Cholséure. Einige Hiweissarten zeigen 
ahnliche Reaktion, deren Alkoholextrakte aber nicht. So lasst sich 
diese Reaktion ohne Bedenken sowohl auf die beigemengten anderen 
Gallenséuren als auch auf Proteine zur kolorimetrischen Bestim- 
mung anwenden, sofern man mit alkoholischer Losung arbeitet. 
Anthropodesoxyecholsaure kann jedoch die Reaktion storen (aber 
nur wenn diese in hoher Konzentration auftritt) indem sie eine 
ganz schwache Rotfarbung zeigt. 

Die Resultate sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt. 


TABELLE I, 
Who lsapteeeuneens te aah a ee ees prachtvoll karminrot. 
Taurocholsaure ...... ti oe eee ” ” 
GiivkOCHOISANITG Somes 4 ise eos ” ” 
MIDGSORVENOISAUTE) Gets r stn ns negativ. 
Anthropodesoxycholsiure ......... schwach rot. 
EEvodesoxycholsaure aoe. vse une negativ. 
MGT HOCKOISATI CH ata ence. roel noses ” 
**3 Keto-7,12-Dioxycholansdaure ...... prachtvoll karminrot. 
**Reduktodehydrocholséure ......... negativ. 
Se DSMyArOCnhOISAULOn et. waa tcctd ane ae ” 
@holesterii ans kas aaa hee ” 


Die kiiufliche Desoxycholsiure als solche, zeigt noch eine deutlich positive 
Reaktion; sie bleibt jedoch erst nach wiederholter Reinigung ganzlich aus. 
** Diese 3 Gallensiiuren sind keine Naturprodukte, sondern sie konnen nur 
auf synthetischem Wege hergestellt werden. Die positive Reaktion bei 
3-Keto-7,12-Dioxycholansiiure und die negative bei Reduktodehydrochol- 
siure lassen modglicherweise einen Anhaltspunkt fiir die Klarung des 
Wesens dieser Reaktion geben. 
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inolsaure, 6.0 aes rane negativ. 

OISatre |e eee cece ” 

IPMANNAIK cewooedoscovcostoadc ” 

SPONGES) Ges anon agoogasaacc oc ” 

Blutserumi. oe ee ee eee gelblich violettrot. 
See) OTK lan or sey es eee ne ene schon violettrot. 

ELOLG? Pi tac as en ebersttpe schon violett. 

Pepton soe 8 enone see rea negativ. 


*** Gepriift von J. Saba in hiesigem Laboratorium. 


2. Lur Entwicklung der Farbe. 


a) Reagens. Als Reagentien dienten Cholsadure(rein), Salz- 
sdure(konz.), und Lavulose(rein). Die Reaktion liess sich durch 
Anwendung konzentrierter Salzséure am besten erzielen, eine 
geringe Wasserbeimengung stérte die Reaktion bei einem Parallel- 
versuche nicht wesentlich. Alle organischen Lésungsmittel storten 
die Reaktion, wenn sie in grossen Mengen vorhanden waren. An 
Stelle der Lavulose kann man auch Rohrzucker verwenden, aber 
Lavulose ist vorteilhafter wegen der Farbenreinheit. 

b) Standardlosung. Die zur Bestimmung geeignete Chol- 
sauremenge hegt zwischen 1—0.2 mg, wenn man 15 cem Endvolumen 
der Farbenlosung fiir die Kolorimetrie bentitzt. Auch 0,1 mg 
Cholsiure kann man ohne Schwierigkeit bestimmen. Mit einem 
kleineren Masstab als 15 ccm Endvolumen, kénnte die Methode 
ohne weiteres noch 2 fach bis 3 fach empfindlicher gemacht werden. 
Mehr als 1,0 mg Cholsdure gibt eine zu starke Farblosung, die sich 
nicht direkt zur Kolorimetrie verwenden lasst. Als Standardlésung 
benutzt man bequemer eine 0,1 oder 0,05%ige alkoholische Chol- 
saurelosung. 

c) Livulosemenge. Die Lavulosemenge muss auch genau ab- 
pipettiert werden, da die Farbintensitét davon einigermassen 
abhangig ist. Zu viel Lavulose stért die Farbenreinheit (Tabelle 
II), indem sie einen gelblichen Farbenton gibt, was moéglichst zu 
vermeiden ist. Zu wenig Lavulose stort die Bestimmung wegen 
unvollkommener Farbentwicklung dieser Reaktion (Tabelle II). 

d) Entwicklungsdauer und Temperatur. Schnell entwickelte 
Farblésung ist bei hdherer Temperatur ungeeignet fiir die Messung, 
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TABELLE IT, 
Entwicklungsbedingung: 40°C, 20 Minuten. 


Richens ee Relative Farbintensitit 

(ng) (mg) I Ir Ir 
1,0 1,0 100 
1,0 0,5 Gal: 100 
0,5 1,0 50 62 
0,5 0,5 50 60 100 
0,4 1,0 40 
0,4 0,5 80 
0,3 1,0 unrein 
0,3 0,5 60 


da sie dann nicht immer eine reine und gleichstarke Farbintensitat 
gibt. Solche Farbe ist manchmal nicht stabil. Zu lange Er- 
warmung schadigt die Reinheit der Farbe. 40°C und 20 Minuten 
bieten die besten Entwicklungsbedingungen. Wie aus der Figur 1 
ersichtlich ist, muss die Entwicklungsdauer bei 40°C moéelichst auf 
20 Minuten beschrankt werden und darf nicht 30 Minuten tiber- 
schreiten. Bei 40 Minuten Erwarmung bleibt die Farbe nicht mehr 


rein und stabil. 


100 Powncan | 


~ 


50 


Relative Farbintensitiit 


a} 
60 
(Minuten) 


10 20 30 40 50 
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e) Stabilitit der Farbe. Die Farblosung bleibt, wenn sie 
unter geeigneten Bedingungen bereitet wird, ziemlich stabil. Nach 
1-1,5 Stunden gibt die Farblésung noch den gleichen Kolori- 
meterwert wie am Anfang, verglichen auch mit frisch bereiteter 
Standardfarbe. 

f) Einfluss der Verdiinnung. Die entwickelte Farblosung 
kann mit konz. Salzsdure beliebig verdiinnt werden, ohne ihre 
Farbeigenschaft zu andern. Die relative Farbintensitat nimmt 
dabei dem Beerschen Gesetz folgend (Figure 2), genau pro- 
portional mit der Verdtinnung ab. 


Hig. 2: 


Relative Farbintensitat 


hoes tos 
0.4 0.33 0.2 (mg) 
2.5 3.0 


4 
5: 5.0 (Verdiinnung) 


3. Ausfiihrung der Bestimmung. 


Die Menge der Cholséure darf bei vorliegender Methode 1,0 
mg nicht zu weit tberschreiten, sonst ergibt sie eine zu konzen- 
trierte Farblosung. Zur Bestimmung von 0,3-1,0mg Cholsdure 
benutzt man 1,0mg Cholsdure(rein) als Standard und 1,0 mg 
Lavulose fiir die Farbentwicklung, wahrend zur Bestimmung von 
0,1-0,5 mg Cholsaure 0,5 mg Standard und 0,5 mg Livulose fiir die 
Entwicklung notig sind. Wie aus der Figur 8 ersichtlich ist, 
ergibt 1,0mg Lavulose bei niedrigem Cholsiurewert manchmal 
unreine Farbe, da diese Menge dafiir zu hoch ist, wihrend 0,5 mg 
Lavulose fiir 1,0-0,6 mg Cholsiure zu wenig ist, um die Farbreak- 
tion in vollem Masse zustandezubringen. 
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Eine bestimmte Menge Cholsiure und Liavulose werden in 
alkoholischer Loésung (z.B. 1-2 ecem von 0,05% Cholsdurelésung 
und 1—2 ecem von 0,05% Liavuloselésung) in einem Messkolben von 
15 cem Inhalt genau abgemessen und auf dem Wasserbade bis zur 
Trockne verdampft. Dann werden dem Kolben 5 eem konz. HCl 
zugesetzt, er wird in einem Thermostaten von 40°C eingetaucht und 
ab und zu leicht geschiittelt, um den Inhalt gut zu mischen. Der 
im Kolben befindliche Riuckstand geht in den meisten Fallen leicht 
in Losung, und die Farbreaktion tritt bei héheren Werten schon 
nach einigen Minuten auf. Nach 20 Minuten, wenn die Farbe ihr 
Maximum erreicht hat, wird der Kolben unter Leitungswasser 
schnell abgekiihlt und mit konzentrierter Salzsaure bis zur Marke 
gefiillt. Die Farblosung wird nun mittels Autenrith-Keilkolori- 
meter mit einer in genau gleicher Weise entwickelten Farblosung 
von geeignetem Standard verglichen. 

Hier sei noch besonders darauf hingewiesen, dass die Liavulose 
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zur Farbentwicklung, zum Vergleichsmaterial und zur Standard- 
cholsiure in genau gleichen Mengen zugesetzt werden muss. 

Wie aus den Figuren 3 und 4 erkennbar ist, folgt die Farb- 
stiirke der Reaktion genau dem Lambertschen Gesetz, insoweit die 
gebrauchte Liivulosemenge optimal ist. 


Fig. 4. 


Ablesung des Keilkolorimeters 


OF) “ON15) 7012) 0/25 0:3) (0:35) (0:4) 0145) 015 
(mg Cholsiure) 


Entwicklung mit 0.5 mg Lavulose 
0,5 mg Cholsaure 


Standard: { 
Standard 0,5 mg Livulose 


4. Versuch iiber die Beeinflussbarkeit der Cholsiurereaktion 
durch Desoxycholséiure und Olséure. 
Wie aus den Tabelle III und IV ersichtlich ist, wird die Farb- 
intensitat der Cholsdure-Reaktion weder dureh Anwesenheit von 
TaBELLE IIT. 


Versuch mit einer Gemisch von Cholsiure und Desoxycholsdure. 
(mit 1,0 mg Liivulose) 


aoe Reine Kaufliche . 
aa e Desoxycholsaure Desoxycholsiure ¥; Relative % 
(mg) (mg) arbintensitit 

1,0 = aaa 100 
1,0 1,0 = 100 
0,5 7 = 50 
0,5 1,0 —= 50 
1,0 =S 1,0 109 
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TABELLE IV. 
Versuch mit Olsiure. 


Cholsiure Lavulose Olsiiure Relative 
(mg) (mg) (mg) Farbintensitit 
0,5 1,0 1,0 100 
0,5 1,0 — 98 
0,5 0,5 1,0 100 
0,5 0,5 — 100 


Desoxycholséiure noch von Olséure beeinflusst. Kaufliche Desoxy- 
cholsdure enthalt noch eine betrachtliche Menge von Cholsdure, die 
sich bei dem vorliegenden Versuche kolorimetrisch leicht bestimmen 
less. 


5. Bestimmung der Cholsdure in der Galle. 


Man bestimmt die Cholsaure in der Galle besser erst nach der 
Hydrolyse derselben mit starker Kalilauge, die freie Gallensiure 
in Ather in saurer Reaktion quantitativ aufgenommen hat. Hierbei 
bereitet die quantitative Erfassung der Cholsaure unter Umstanden 
Schwierigkeiten, besonders wenn sie in hoher Konzentration in der 
Galle vorkommt. In den gegebenen Fallen wurden wiederholte 
Extraktionen mit erneuertem Ather benétigt, eventuell unter 
jedesmaliger Auflésung in Alkalien und unter Ansauerung mit 
HCl. 

5eem Galle werden genau abgemessen, mit dem 3 fachen 
Volumen Alkohol versetzt und auf dem Wasserbade bis zum Sieden 
erhitzt; nach dem Abkiihlen wird die Lésung von den abgeschie- 
denen Muzinen abfiltriert. Das Filtrat wird, nachdem die Haupt- 
menge des Alkohols verdampft ist, mit Wasser bis zum 3 fachen 
des urspriinglichen Volumens verdiinnt, mit so viel Kalilauge ver- 
setzt, bis sie 10% der Losung erreicht, und im Autoklav 2 Std. 
bei 120°-130°C hydrolysiert. Das Hydrolysat wird nun mit 
Wasser bis zu 30 cem verdiinnt, in einem gut geschliffenen Scheide- 
trichter filtriert, der Filter mit einer kleinen Menge Wasser nach- 
gespilt, mit doppelt so viel Ather iiberschichtet, mit verd. HCl bis 
zu kongosauer versetzt und nun gut geschiittelt. Diese Extraktion 


360 Y. Ohyama: 


wird wenigstens 3 mal mit erneuertem Ather wiederholt. Die 
quantitative Erfassung der Cholsiiure wird durch hohere Kon- 
zentration der Galle (was meistens bei einer Blasengalie der Fall 
ist) erschwert. Gegebenenfalls arbeitet man besser mit verdtunnter 
Galle. 

Die gesammelte Atherlésung wird nun verdampft und in absol. 
Alkohol bis zu einem bestimmten Volumen verdiinnt, gewohnlich 
za 50eem. leem dieser Losung entspricht genau 0,lcem der 
ursprtinglichen Galle. 

Das Ergebnis der Bestimmung entsprach der berechneten 
Menge, wie durch zahlreiche Zusatzversuche mit reiner Cholsaure 
sichergestelit wurde. Einige Beispiele sind in der Tabelle V 
zusammengestellt. 


TABELLE V. 


Versuch mit Galle des Hundes (Fistelgalle). 
(1 mg Cholsiure als Standard mit 1 mg Livulose). 


| ) 
| Wiedergefunden 
Ne Gef.in Galle| Zugesetzt Berechnet Gefunden 
Nr. 
(mg) (mg) (mg) (ng) 
(mg) (%) 
] 0,3 1,0 1,30 Ia) 1,05 105 
2 0,33 0,2 0,53 0,51 0,18 90 
3 0,33 1,0 Take 1,35 1,02 102 
4 0,74 0,5 1,24 1,25 0,51 102 
5 0,74 1,0 1,74 1,74 1,00 100 


6. Z“usateversuche mit Blut und Leber. 


Die dem Blut und der Leber des Kaninchens zugesetzte Chol- 
sdure wurde durch diese Methode fast quantitativ wiedergefunden, 
wie die Ergebnisse der Versuche in der Tabelle VI zeigen. Die 
Bestimmung wurde in genau gleicher weise wie bei der Galle aus- 
eefiihrt. 
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TABELLE VI. 
Versuch mit Blut und Leber. 
Zugesetzt Gefunden Wiedergefunden 
(mg) (mg) (%) 
1,0 0,94 94 
1 cem 1,0 0,95 95 
Blut 1,0 0,93 93 ; 
1,0 0,95 95 
1,0 0,95 95 
mn 1,0 0,96 96 
g 
Ecner 1,0 0,96 96 
1,0 0,96 96 
1,0 0,94 94 


7. Die Anwendung dieser Methode am Pulfrich-Photometer. 
Wie aus den Kurven der Fig. 5 und 6 erkennbar ist, koénnte 
diese HC]-Lavulose-Reaktion zur Bestimmung der Cholséure mit 
Pulfrich-Photometer Verwendung finden, da diese unter Benut- 


zune von Filter S57 in dem untersuchten Konzentrationsbereich 
S « 


Fig. 5. 
Typische Farbkurve. 


“yp ----4 
$43 $47 S50853 S857 S61 $72 $76 (Filter) 
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genau dem Beer-Lambertschen Gesetz folgt. Leider ist jedoch 
diese Methode praktisch nicht geeignet wegen des HCl-Rauches, 
der eine unangenehme technische Schwierigkeit verursacht, sowohl 
bei der Handhabung als auch wegen des Hinflusses auf den 
Apparat. 


Higes 6, 


Extinktion, Filter § 57. 


ere 
0.5 0.75 1.0 1.25 


mg Cholsiure 


Herrn T. Shimada bin ich fiir seine liebenswiirdige technische 
Beihilfe zu dieser Arbeit zu herzlichem Dank verpflichtet. 
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DESOXYCHOLSAURE AUS FUCHSGALLE (VULPES). 


VON 


YASUO KIHARA. 


(Aus dem Physiol.-Chemischen Laboratorium der “Nippon Medizinischen 
Hochschule, Tokio. Vorstand: Prof. Dr. K. Kaziro.) 


(Hingegangen am 31. Januar 1938.) 


Die Gallensdurebildung im Organismus kann, im quantitativen 
Sinne, durch die Beschaffenheit der Nahrung des Tieres beeinflusst 
werden, wie aus den zahlreichen Ergebnissen verschiedener 
Autoren, insbesondere aus der praparativ-analytischen Arbeit von 
Fukase und Fujiwara (1932) zu entnehmen ist. Die Frage, 
ob dies auch qualitativ, beziiglich der Arten der spezifischen Gallen- 
sauren zutreffe, bleibt noch ungeklart. 

Desoxycholséure wurde bis jetzt, meistens gemeinsam mit 
Cholsaure, nur in der Galle der typischen Pflanzenfresser, wie 
Rind, Hase(1928), Kaninchen(1930), Ziege(1925), Antilope 
(1928) und Kaneguruh(1937) aufgefunden. Ausnahmsweise tritt 
sie jedoch auch in der Galle des Menschen auf, den man nicht zu den 
typischen Pflanzenfressern rechnen darf. Kimura(19387) vermutet 
in seiner neuen Mitteilung tber die Gallensiure der Leoparden- 
galle, dass seine neben Cholsaure erhaltene, allerdings nicht in 
krystallisierter Form isolierbare Saure Desoxycholsdiure sein 
konnte, da sie eine gelborange Liebermann-Reaktion gibt und ein 
schwer losliches Ba-Salz liefert, was man aber nicht als eine spezi- 
fische Eigenschaft der Saure ansehen darf. Ob das Vorkommen 
der Desoxycholséure in der Galle der Pflanzenfresser dureh die 
Nahrungsbestandteile des Tieres bedingt ist, daftir lassen sich nach 
dem heutigen Stand der Kenntnisse noch keine Anhaltspunkte 
geben. Auch im Zusanimenhang mit dieser Fragestellung kann die 
vorliegende Untersuchung von gewissem Interesse sein. 

Die Fuchsarten gehéren eigentlich zu der Klasse der Fleisch- 
fresser, konnen jedoch unter Umstinden auch gemischt ernahrt 
werden. Wie im experimentellen Teil angegeben wird, enthalt die 
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Galle des gemischt ernihrten Silberfuchses ausser Cholsdiure noch 
Desoxycholsiure in ziemlich grossen Mengen. Das Mengenverhalt- 
nis beider Siuren liess sich bei meiner Untersuchung mit etwa 1:5 
bis 1:6 angeben. Die Tiere, deren Gallen bei meiner Untersuchung 
zur Verfiigung standen, wurden in der Fuchsfarm nach Angabe 
mit einem Futtergemisch wie folgt ernahrt. 
Gesamtmenge des Futtergemisches pro Tag 500-600 g. 
Dies bestand aus: 
ea. 50g Tier- und 50 g Fischfleich, 
1/4 Hihnerei, 
100 g Kuhmilch, 
Mehlgemisch von Reis, Weizen, Buchweizen, Mais u.s.w. 
Kartoffeln, Riiben, Karotten, 
Griine Gemiise und Obst wie Apfel, Melonen oder Birnen. 
Anschliessend an diese Arbeit wird nun eine Untersuchung 
der Fuchsgalle bei reiner Fleischernihrung vorzunehmen 
erwiinscht sein. 


EXPERIMENTELLER TIL. 


50 ¢ Trockenriickstand von 230 cem muzinfreier Silberfuchs- . 
galle aus 63 Gallenblasen wurden zunachst in schwach alkalischer 
wiisseriger Liésung mit Ather geschiittelt, um die beigemengten 
Fette zu entfernen und mit Kalilauge 6 Stunden lang bei 120°C 
hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde unter viel Ather mit Salz- 
saure angesauert und gut geschiittelt, bis die Hauptmenge der aus- 
fallenden Gallensinremasse in den Ather iiberging. 


1. Cholsaure. 


Aus den so erhaltenen 1000 cem Atherlésung schied sich schon 
bei halbem Einengen der Fliissigkeit eine weisse Masse krystal- 
linisch aus, die hauptsichlich aus Cholséure bestand. So wurde 
die Gallensiure in 2 Teilen fraktioniert. Die dritte Fraktion 
bildete einen braunlich gefarbten harzigen Riickstand. Die 1. 
Fraktion betrug ca. 10¢, die 2. Fraktion ca. 17 g. 

Die 2. Fraktion wurde dann iiber Ba-Salz in 2 Teile getrennt; 
eine Saure, deren Ba-Salz in Wasser léslich ist und eine andere, 
die ein in Wasser schwerldsliches Ba-Salz liefert. Aus dem ersteren 
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Ba-Salzgemisch wurden wieder ca. 10g Cholsiiure gewonnen. Aus 
der 3. Fraktion wurde noch eine geringe Menge Cholsiiure isoliert. 
So wurden im Ganzen 21 ¢ Cholsiiure in rohem Zustand gewonnen. 

Die Saure liess sich aus Essigester schon weitgehend gereinigt 
erhalten. Die wiederholt aus Azeton umkrystallisierte Siure 
schmolz bei 197°C und zeigte die positive Yamasakische, sowie 
die Myliussche Reaktion. Liebermann-Reaktion: briaunlich 
dunkelrot. Die Saure zeigte noch eine prachtvolle Livulose-HCl- 
Reaktion, welche von Ohyama (1938) als eine fiir Cholsdure 
spezifische Reaktion angenommen wurde. Keine Depression mit 
reiner Cholsiiure. — 


Analyse: 
3,985 mg Subst., 10,330 mg COs und 3,445mg H:O 
Berechnet fiir C2;Hi00;(408) C 70,538 H 9,89 
Gefunden CHOOT OF Gi 


Methylester der Saure, Fp. 152°C. Keine Depression mit 
reinem Cholsdure-Methylester. 


Analyse: 
3,585 mg Subst., 9,335 mg COs und 3,215 mg H20 
Berechnet fiir CssH205 (422 Cc 71,03 H 10,03 
Gefunden C 71,01 H 10,04 


Die Saure liefert durch Oxydation mit CrO3 die bekannte De- 
hydrocholséure von Fp. 237°C. 


2. Desoxycholsaure. 


Die aus dem in Wasser schwer léslichen Ba-Salz gewonnene 
Rohsaure wurde zunichst aus Azeton umkristallisiert. Die Saure 
schmolz gegen 180°C. Ein Teil der Siure wurde weiter aus Azeton 
und Essigither gereinigt bis der Schmelzpunkt 186°C erreicht 
wurde (Choleinsiure). Der Mischschmelzpunkt mit aus Schaf- 
galle erhaltener Choleinsiure von Fp. 186°C zeigte keine De- 
pression. 

Die Hauptfraktion der Siéiure wurde in verdiinnter Natron- 
lauge gelost, unter Ather mit Salzsiure angesauert und gut 
geschiittelt bis die ganze Ausfallung in Ather iiberging. Die Ather- 
lésung wurde einmal mit Wasser gewaschen, und dann mit Phos- 
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phatpuffern von verschiedenen Pu-Werten fraktioniert aufgenom- 
men. Die aus einer Pufferlésung von Pu 6,8 erhaltene Saure zeigt 
eine positive Yamasaki-Reaktion. Die aus den Fraktionen von 
PH 7,7, 8,3, 8,6 und 9,1 gewonnenen Siuren zeigte dagegen die 
genannte Reaktion nicht. Nun wurden aus diesen letzten Frak- 
tionen die ersten 3 Teile vereinigt und aus Essigather, Azeton 
und Chloroform wiederholt gereinigt. Die vollig gereinigte 
Siure schmolz scharf bei 173°C; sie betrug nur noch 3,5¢. 
Liebermannsche Reaktion; nur gelborange. Keine Depression 
mit reiner Desoxycholsaure. 


Analyse: 


2,762 mg Subst., 7,410 mg COs und 2,530mg H:O 
Berechnet fiir CHO. (392) C734 i) Ey 10227 
Gefunden C 73,17 Hi 10s25 

Methylester der Sadure, Fp. 96-97°C. 

Essigcholeinséure. Die Saéure wurde nun aus Essigsaure um- 
kristallisiert. Die gewonnenen feinen Prismen schmolzen bei 
144°C; keine Depression mit der synthetisch bereiteten reinen 
Essigcholeinsaure. 


Analyse: 
3,935 mg Subst., 8,935mg COz und 3,145mg H2O 
Berechnet ftir Co1H1001.C2HsO2 C 68,97 H 9,80 
Gefunden C 68,93 H 9,96 
Kurz nach dem Abschluss meiner Arbeit haben Isaka und 
Kimura im Okayamaer Institut auch aus Affengalle Desoxychol- 
sdure (ausser Cholséure und Anthropodesoxycholsdure) isoliert. 
Herrn M. Inuzuka in der Goto-Fuchsfarm in Kita-Karuizawa 
bin ich zu herzlichen Dank fiir die liebenswiirdige Uberlassung 
des Materials verpflichtet. 
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I. ACETYL ESTIMATION. 


For micro-analysis of acetyl, Friedrich elaborated with 
Rapoport (1932) and with Sternberg (19386) a new method, 
which gives quite accurate values. Much skill, however, is re- 
quired, particularly in the process of vacuum distillation. This 
formidable difficulty is mostly due to the small size of the ap- 
paratus. Kuhn and Roth tried to replace vacuum distillation 
with an oxygen stream from a bomb, but the procedures were made 
more intricate. 

Several attempts led the writer to examine whether or not 
Friedrich’s apparatus of a larger size could be used for microassay 
without presenting any technical difficulty. Fortunately minor 
modifications were able to meet the requirements. For the sake 
of convenience, the entire details of the procedure will be 
described. 

Among other difficulties, carbohydrates are very liable to cause 
serious errors when saponification is undertaken with alkali. 
Therefore, for the purpose of determining acetyl involved in gly- 
coproteins, which are now under investigation in this laboratory, 
p-toluenesulfonic acid is recommended as the unreplaceable 
hydrolysis agent. The yields of volatile acids from various non- 
acetylated sugars are tabulated at the end of this paper. 


367 


368 M. Suzuki: 


Apparatus. 


The bent tube B of the Claisen flask is divided into two 
parts by a septum with a crooked tubelet which prevents the liquid 
from being carried over mechanically. The opening is plugged 
with a solid rubber stopper B’. Into the bored rubber stopper, 
A’, is fitted a separatory funnel. The delivery tube terminates in 


a bulb which bears 5 small holes. 


B 


n 


—rubber stopper 


\\\. 


oh 


i= 


=T.5 ¢m— 


beaker : 
of 11, capacity] — 


asbestos sheeting]. 


/, 


—|- condenser 


32cm 
47 cm 


Vv 


q 
i 


to manometer 


Fig. 1. Illustrates the details of the apparatus. 


Procedures. 


Into the flask, at first 5-10 mg of substance are introduced 
by means of the usual weighing-in spoon; then 4 ce of 25% solution 
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of p-toluenesulfonic acid are poured and the flask is fixed in 
the 1 liter beaker. The condenser is brought to 2-3 em over the 
liquid level in the receiver which contains 100 ce of distilled water 
and is kept cold with ice. The receiver is followingly joined with 
the suction pump which is not yet in action. 

Saponification. Boiling water is now transferred into the 
beaker until its level reaches above the bent neck of B and is kept 
boiling over a gas flame under the asbestos sheeting for two hours, 
during which hot water has to be supplied occasionally. 

First distillation. After saponification, the gas is turned off, 
the water is drawn out by means of a siphon and replaced slowly 
with cold water. The niveau must arrive at the same height as 
before. 2cc. of 8% KOH solution are gently let in through the 
separatory funnel and the receiver is raised till the bulb of the con- 
denser almost touches the bottom of it. The jet pump is now set 
to work gradually until the pressure in the apparatus is reduced 
as low as 60mm Hg, and soon the water in the beaker is heated 
rapidly. The solution in the flask is nearly dried up before the 
water begins to boil. The evaporation is continued for 3 minutes 
-after the residue appears completely dried. The flame is then 
removed and cold water is again substituted for the hot water. 
Caution should be paid so that backflow of the distillate into the 
flask may be avoided by transitory opening of cock a. The state 
of vacuum is maintained continuously and the lower end of the 
condenser is left in the water. 

Second distillation. 4cc. of distilled water are now poured 
into the flask by means of the separatory funnel and distillation 
is repeated, following the above method. The gas is again turned 
off, the water in the beaker siphoned out, and the connection of the 
-receiver with the pump is interrupted by means of cock b, quickly 
followed by letting air into the apparatus little by little through 
cock a. Finally, the receiver is detached together with the con- 
denser from both the flask and the vacuum tubing, and the final 
distillate adhering to the condensor is washed down into the 


1) Recrystallised from water three times and dried in air. 
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receiver with 10 ce. of water. 

Titration. To the distillate and the washing are added 2 gm. 
of KI and 2 ce. of 4% KIOs solution, stoppered with a cork bearing 
a soda lime tube and left in a dark place. Titration is carried 
out after 2 to 214 hours of standing with 0.01 solution of thio- 
sulfate. 

' A blank run is carried out by following strictly the whole 
procedures without the substance. Prior to titration, of course, 
the distillate must be allowed to stand for the above-mentioned 
period. 

Calculation. 


lee. of 0.01n thiosulfate solution corresponds to 0.43 mg of 
CH;CO. 
Experimental. 


1. Examples of analysis by the present procedures are given 
in Table I. 


TaBLE I, 
Acetyl 
Quantity Theoretical Recovered 
Substance ae aes Thi 

meg % of sulfate % of |% of the 

mg sub- wolaiseay OS sub- theo- 

stance aa stance | retical 

4.20 2.31 5d.12 5.11 2.19 52.14 94.59 

Bentacetyl- 16.07 8.85 19.33 | 8.1 | 51.71] 93.81 

glucose 9.20 5.07 10.71 4.60 50.00 90.71 

9.21 5.07 10.88 4.68 50.81 92.18 

6.28 1,22 19.45 2.77 1.19 18.94 97.37 

Acer: 4.48 0.87 189 | 0.81 | 18.08 | 92.90 

glucosamine 3.91 0.76 ieee 0.72 18.41 | 94.65 

3.50 0.68 1.14 0.64 18.28 93.98 


2. At least 2 hours are required to complete the reaction of 
iodine with the distillate. Table II elucidates this. 
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TABLE IT. 
Acetylglucosamine was submitted to analysis. 
; Duration of standing meee 
Quantity of of iodine-distillate Theoreti 
substance mixture before porcciee Recovered 
mg titration % of % of 
hour oo Oo 
oo substance as substance 
7.28 1 1.41 19.45 1.16 15.93 
3.63 1 0.71 0.59 16.25 
5.33 13 1.04 0.954 17.89 
5.49 13 1.07 0.97 17.66 
3.50 2 0.68 0.64. 18.28 
6.28 25 LE 1.19 18.94 
3.91 3 0.76 0.72 18.41 
4.02 3 0.78 0.78 19.44 


3. Effect of various carbohydrates. 


Non-acetylated carbo- 


hydrates also produce volatile acids by the present procedures, as 


is shown in Table III. 


TABLE III. 


But the yields are very small except from 


Analysis of various carbohydrates and casein, 


Substance°® 


Substance taken 


for analysis 


CH:;CO yield 
(as % of substance) 


Glucose (E. Merck 8347) 

Mannose (E. Merck 5985-31335) 
Galactose (E. Merck 4060-32931 ) 
Fructose (E. Merck 5320-3821) 
Arabinose (Kahlbaum 0458—A6030 ) 
Rhamnose (E. Merck 4-3311) 
a-Methylglucosid 

Saccharose (H. Merck 4-27) 
Glycogen (Kahlbaum 203 E) 
Glucosamine$ 

Sodium borneolglucuronate* 
B-Naphtholglucuronie acidt 

Casein (Hammarsten) (E. Merck 948) 


18.07 
16.18 
10.54 
20.00 
23.59 
18.59 

5.50 
17.95 
21.54 

4.68 
14.29 

6.00 
18.81 


1.05 
Itoi 
199 
13.75 
0.63 
1.82 
1.25 
11.75 
1.29 
0,42 
0.07 
0.83 
0.95 


All substances except sodium borneolglucuronate and B-naphtholglucuronic 
acid were dried constant in vacuo over P20s. 
Prepared by Mr. M. Kusuno and dried in vacuo over P:0s. 
Air dry substance which contains 2% molecules of crystalline water. 


Air dry substance. 


Crystalline water, 2 molecules. 


3m2 M. Suzuki: 


fructose and saccharose which involves the former as its con- 
stituent. 


II. ConpDIvrIONS FOR LIBERATING THE SULFATE RADICLE BY ACID 
HYDROLYSIS OF CHONDROITINSULFURIC ACID. 


Different kinds of etherial sulfate do not show the same re- 
sistance to acid hydrolysis. The writer tried to find its degree of 
resistance with respect to the sulfate-containing prosthetic groups 
of glycoproteins. With this object in view experiments were made 
with chondroitinsulfurie acid, the typical representative of this 
eroup of compounds, and bull osseomucoid which is said to contain 
the former in its molecule. Hydrolysis was undertaken by placing 
them in a boiling bath (75 ee. capacity) with 50 ec. of hydrochloric 
acid in sealed tubes. The amounts of sulfuric acid thus set free 
and measured gravimetrically as BaSO,y are seen in the accom- 
panying tables. 


TABLE IV. 
Heating: 10 hours 


Cone. of Osseomucoid* ASO. 
HCl taken Bue, 
n. mg 8 mg % 
Os 198.66 16.64 6.99 3.01) 
5 
320.06 25.07 10.53 3.29 
re 335.17 28.42 11.94 3.56 
Lid 
521.95 41.85 17.58 3.36 
“ 220.59 16.97 (aus 3.20 
124.62 9.68 4.06 3.25 
a 651.10 52.05 21.87 3.35 
401.65 32.36 13.59 A 
A 268.83 20.27 8.51 3.16 
270.01 21.92 9.21 3.41 


* 


Prepared by Dr. H. Hisamura according to the method of Hawk and 
Gies and dried in vacuo over P2Os. 
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TABLE V. 
Conc. of HCl: 1n. 


: Sodium salt of ; 
Duratio n of chondroitinsulfurie BaSO. ee 
heating aa 
Rout acid* taken mg 
mg mg % 
E 257.25 80.79 33.94 13.23 
58.58 59.74 25.10 15.82 
_ 201.34 82.54 34.68 17.22 
ss 271.87 109.34 45.94 16.93 
: 174.04 74.98 91.50 18.09 
110.18 47.93 20.14 18.27 
10 187.66 81.06 34.06 18.14 


* Sodium salt. Prepared by Dr. H. Hisamura according to Jorpes and 
dried constant in vacuo. 


Table IV demonstrates that when heated for 10 hours, the 
freed sulfuric acid is about the same, irrespective of HCl-concentra- 
tion within the range from 0.5 to 3n. Table V shows that heating 
has to be continued at least for 7 hours to finish the hydrolysis by 
means of that mineral acid at 1 normality. 


The writer wishes to thank the Foundation for Promotion 
of Scientific and Industrial Research of Japan for a grant, which 
enabled him to undertake these experiments. 
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BIOCHEMICAL STUDIES ON CARBOHYDRATES. 


XXXII. Two notes on glucosamine and chondrosamine. 


By 


HUMIO HISAMURA anp MASAO KUSUNO. 


(From the Medico-Chemical Institute, Hokkaido Imperial University, 
Sapporo. Director: Prof. H. Masamune.) 


(Received for publication, February 2, 1938) 


I. PENTABENZOYL DERIVATIVES. 


According to Kueny, the Baumann method can introduce no 
more than four benzoyl radicles into the molecule of glucosamine, 
while Levene claimed later to have obtained a pentabenzoyl deriva- 
tive by similar procedures. At present we need more accurate 
information on this subject because benzoylation gives a very con- 
venient means for the identification of hexosamines which are in- 
volved in glycoproteins. We might be able not only to substantiate 
Levene’s description, but also find that chondrosamine is acylated 
in the same degree. 


Experimental. 


1.2 gm. of the chlorhydrate either of glucosamine or of chond- 
rosamine were placed in 20 ce. of water, and benzoylation was 
begun immediately after feebly alkalinizing the solution with 10% 
NaOH. 10cc. of benzoyl chloride were added in drops over a 
period 114 hours and subsequently 70 cc. of 10% NaOH solution 
in small portions over a two-hour period, under constant stirring 
in cold water, followed by agitation of the mixture for 1% hour. 
The supernatant liquid was decanted off then the half liquid preci- 
pitate adherent to the flask wall was washed with 3 changes of 
water and dissolved in boiling 95% alcohol. After separation from 
the insoluble residue, the solution was condensed in vacuo at 40°C. 
Crystallization usually took place during evaporation and, when 
it did not, the rest was again placed in a little methanol and left 
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unstoppered after addition, if necessary, of a few drops of water 
up to a faint degree of turbidity. 

Crystals thus obtained were purified by recrystallization from 
hot aleohol until the melting point was elevated no further. It is 
advisable to separate the crystals before the appearance of any oily 
deposit. 

The crystaline form was thin needles in both cases of the 
aminosugars, and the substance dried in vacuo over P20; at room 
temperature showed the following properties. 


Glucosamine benzoate: 


1p}, Je, 216°C (uncor.) 
Optical behaviour 
in chloroform: 
0.08 x 4.5165 


tei 
lal> = 0672 1.477375x1 ~ 7 2°" 


in pyridine: 


0.95 x 2.9673 
0.0645 x 0.9699 x1 


[a]e = +45.06 


Analysis: 


Nitrogen, by the micro-Kjeldahl method, 
30.40 mg substance: 0.6098 mg N 

Carbon and hydrogen by the Pregl method, 
3.330 mg substance: 8.685mg CO2z; 1.483 mg HO 
(COCcHs)sCcHsOsN (699) 

cale, = N 2:00; C 70:39 Hy 4.72 

ikopingel 8 IN| LUE ©) walle Jet 289) 


Chondrosamine benzoate: 


1M 12 199-201°C, 
Optical behaviour 
in pyridine: 


0.98 x 2,9762 


(yey 
lala = % 315 x 0.966 x1 


= + 95.82 


Analysis: 
Nitrogen by the micro-Kjeldahl method, 
24.60 mg substance: 0.4940 mg N 
Carbon and hydrogen by the Pregl] method, 
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3.095 mg substance: 8.005 mg COs; 1.408 mg HO 
(COCcHs)sCsHsOsN (699) 

calé. = Ne2.00; C7039; BE 4.72 

found : N 2.01; C 70.54; H 5.09 


II. GLucosaAMINE PREPARED BY BREUR’S PROCEDURES 
IS THE /-ISOMER. 


The fact pointed out in the heading was proved by measuring 
the optical behaviour of this aminosugar in dilute hydrochloric 
acid. Irvine and Earl developed a method for preparing this 
isomer as its chlorhydrate, but the yield is extremely less and its 
technique needs much more precautions than Breuer’s method. 

The same form of chondrosamine was hardly obtained in 
similar manners because of its instability. 


Experimental. 


Preparation. 


The procedures of Breuer were followed, save that washing 
with chloroform of glucosamine and recrystallization from methanol 
were omitted. 

The yield obtained from 1 gm. of a-glucosamine hydrochloride 
was 0.35 9m. on an average. [a|f of the substance in water was 
+48.45° which conforms well with the results observed by the 
deviser of this preparation method. 


2.00753 x 0.5506° 

24 ° 

= = +48°.45, 
lal 0.02283 x 1.005 x1 


N, 39167 mg subst. : 0.3052mg N (7.79%) 


Optical measurement. 


The substance was dissolved in water containing an equivalent 
quantity or more of hydrochloric acid. 

An example will be given in the following. 

To 69.679 mg of the substance was poured, under shaking, 
5 ee. of 0.1n hydrochloric acid. The specific gravity of the solu- 
tion was 1.0057. The specific rotation as that of glucosamine 
hydrochloride and (ki+k2) were evaluated respectively by the 
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following formulae: 


weight of solution in gm 
lap = B55 a 


weight of solute in 8M X 77941, X sp.gr. 
and 
1 a 
ky + ko = t In =. 
a—x K 


where a is the initial cone. of /-glucosamine, x, the cone. of a-glucos- 
amine, 


a* —20 xa ; 
GIOO = BO) <eiss © 


and A equilibrium constant, 


k, x at equilibrium 


ey a — x at equilibrium. 


Time of contact 
of solvent and solute a [a] rn ki+ke 
min, 
5.0 + 0.47 + 25.87 
8.5 + 0.51 + 28.28 
15.0 + 0,58 + 32.44 0.0180 
19.0 + 0.62 + 34.87 0.0175 
25.5 + 0.68 + 38.47 0.0170 
Baleiss +0.73 + 41.52 0.0168 
41.5 +0.80 + 45.73 0.0161 
52.0 + 0.87 + 49.94 0.0164 
61.0 +0.91 + 52.35 0.0157 
120.0 +1.09 + 63.18 
180.5 ae IAG + 67.39 average: 0.0168 
60 x 20 + 1.25 +72.80 


By extrapolation was obtained the mean value, 20.0°, as the 
initial rotation. It is smaller than Irvine’s and Earl’s, but the 
difference’) of molecular rotations of both forms (17280) is in better 
agreement with the constant in case of glucose (16900) than what 
was computed by the authors. 


* [a] at equilibrium was 72°.5 in averages. 


1) That the specific rotation of a-glucosamine hydrochloride is 100°.0 
was confirmed by a specimen prepared by recrystallization from water, 
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The expenses of this investigation were defrayed by a grant 
from the Foundation for Promotion of Scientific and Industrial 
Research of Japan, for which the authors are indebted. 
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UBER DIE GALLENSAURE DER AFFENGALLE 
(PITHECUS CYCLOPIS). 


Von 


TANENAO MORI unp TOSHIZO KIMURA. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 3. Februar 1938.) 


Es ist bekannt, dass die Gallensaure je nach der Tierspecies 
ganz verschieden ist. Es ist aber merkwiirdig, dass in der Mehr- 
zahl der Gallen verschiedener Tiere Cholséure vorkommt, und zwar 
entweder zusammen mit Desoxycholsiure oder mit Chenodesoxy- 
cholsaure. 

Was die Gallenséiure der Menschengalle betrifft, so steht seit 
den Untersuchungen von C. Schotten (1886), Lassar-Cohn 
(1894), Wieland u. Reverey (1924) und Wieland u. Jacobi 
(1925) fest, dass sie aus Cholsiure, Desoxycholsiure, Chenodesoxy- 
cholséure und Lithocholsdéure besteht. 

Der Affe gehort bekanntlich zu den Anthropoiden. Daher 
ist es von Interesse, die Arten der Gallenséure von Affen zu unter- 
suchen. 

Wir haben gefunden, dass die Affengalle (Pithecus cyclopis) 
hauptsachlich aus Glykocholsiure, Margaringlykocholeinsaure und 
Glykochenodesoxycholsiure besteht. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 

Die Gallenblase des Affen “Pithecus cyclopis” ist diimnwandig, 
kleinfingergross, 3,5 cm lang, 1,5 cm breit und enthalt etwa 10 cem 
Galle von gelbgriiner Farbe. 

1. Cholséure. 


Ungefahr 500 cem (51 Blasen) der von Mucin befreiten Affen- 
galle wurden mit Essigsiure schwach angesauert und erschépfend 
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ausgeathert, bis der Ather sich nicht mehr anfirbte (Atherfrak- 
tion 1). 

Die mit Ather behandelte Galle wurde mit 15%iger Kalilauge 
gut verseift und unter Ansiéiuerung mit verdunnter Salzsaure 
wieder erschopfend ausgeathert. Aus dem Atherextrakt wurde die 
Siure in 5%ige Sodalésung aufgenommen; die Losung wurde 
wieder mit verdiinnter Salzsiure angesdiuert, wobei eine gelblich- 
griine Fallung erhalten wurde (ca.10g). Diese wurde nach dem 
Trocknen in Petrolaither digeriert, um sie von Fettsauren zu be- 
freien, und wieder in Ather aufgenommen. 

Aus diesem Atherextrakt wurde durch Abdampfen eine 
Fallung erhalten, die zuerst aus Essigester und dann aus Alkohol 
umkrystallisiert wurde. Die tetraederformigen Krystalle schmel- 
zen bei 197-198°C. Rohe Ausbeute 6,5g. Der Krystall zeigt eine 
prachtvolle Pettenkofersche, Myliussche und Hammarsten- 
sche Reaktion. Bei der Mischprobe mit reiner Cholsiure zeigt er 
keine Schmelzpunktdepression. 


Specif. Drehung: 0,0585 g Subst. in 5eem Alkohol, 1 dm, 


a=+0,4387° ae tee 
5,267 mg Subst.: 13,605 mg COs, 4,468 mg H.O. 
5,233 ; 13,523 > 4,568 * 
ftir CosHu00s Ber. C 70,53 % H 9,87% 


Conny ay Hebe, oy OSA 
Sn LOSE OS Cenc OMTIL Ins 
Der in Alkohol unter Zusatz von konz. Schwefelsdure bereitete 
Athylester der Siure krystallisiert in Nadeln vom Schmelzp. 160° 
und zeigt mit reinem Cholsdureithylester keine Schmelzpunkt- 
depression. 


2. Desoxycholséure. 


Der von Cholsiure befreite Riickstand wurde in Ammoniak 
mit 10%iger Bariumehloridlésung gefallt, die Bariumsalzfallung 
mit Soda in das Natriumsalz verwandelt und mit verdiinnter 
Salzsdiure zerlegt. Die dabei erhaltene getrocknete Fallung wurde 
zuerst aus Essigester, dann aus Alkohol umkrystallisiert. Die in 
biischelformige Prismen krystallisierte Siure schmilzt bei 186— 
187°C. Rohe Ausbeute 3,0¢. Liebermannsche Reaktion: gelb- 
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orange. Bei der Mischprobe mit der synthetisch hergestellten 
Margarincholeinsaure zeigt sie keine Schmelzpunktdepression. 
5,103 mg Subst.: 13,700 mg COs, 4,604 mg H.O. 
5,113 = 13,728 ss 4,639 os 
fiir (CC2:H40Oy) s*C1zHas102 Ber. C 73,45% H 10,40% 
Cite sy (EPPS i TOA 
fy BER ry Oba, 

Die Saure wurde mit Eisessig einige Minuten lang umgekocht, 
wobei eine in Prismen krystallisierende Séure erhalten wurde. 
Diese schmilzt bei 145° und zeigt mit der reinen Essigcholeinsiure 
keine Schmelzpunktdepression. 

0,197 mg Subst.: 13,135 mg COs, 4,572 mg HO. 
5,203 a 13,049 5 4,377 mp 
fiir CoHs0.CH:COOH Ber. © 68,97% H 9,84% 


Gef. ” 68,93 ” ” 9,84 ” 
” 68,40 ” ” 9,41 ” 


3. Chenodesoxycholséure. 


Der von Choleinséure getrennte Riickstand wurde in Am- 
moniak wieder mit Bariumchloridlosung gefallt, die Fallung in 
verdiinntem Alkohol mit Tierkohle entfarbt, wobei sich schone 
biischelformige Nadelkrystalle abschieden. Ausbeute ca. 0,04 g. 

Die von Barium befreite Saéure ist wohl aus allen Losungs- 
mitteln schwer krystallisierbar ; die aus Essigester umkrystallisierte 
amorphe Saure schmilzt bei 110-115°C. Sie zeigt Pettenkofer- 
sche, aber keine Hammarstensche oder Myliussche Reaktion. 
Bei Liebermannscher Reaktion farbt sich die Saure anfangs 
violettrot, dann tief braunrot. 

Specif. Drehung: 0,0255 g Subst. in 5cem Alkohol, 1 dm, 
a= +0,068° [a] = +13,33°. 

Die mit Chromsiure oxydierte Diketosiure krystallisiert in 
glinzenden Blattchen mit einem Schmelzpunkt von 152°C und 
zeigt mit reiner Dehydrochenodesoxycholsdure keine Schmelzpunkt- 
depression. 

Der in Alkohol unter Zusatz von konz. Schwefelséure bereitete 
Athylester krystallisiert in Nadeln vom Schmelzp. 133° und zeigt 
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mit reinem Dehydrochenodesoxycholsdureithylester keine Schmelz- 
punktdepression. 


4. Atherfraktion 1. 


a) Das aus der Atherlésung (Atherfraktion 1) gewonnene 
Siiuregemisch wurde in Sodalésung aufgenommen und unter An- 
siuerung mit verdiinnter Salzsiure mit Petrolather durchgeschut- 
telt, um die FettsAuren zu befreien, wobei eine Fallung erhalten 
wurde. Diese wurde in Ammoniak mit 10%iger Bariumehlorid- 
lésung gefallt, wobei eine geringe Menge von Bariumsalzfallung 
gewonnen wurde, die aber leider weiter nicht bearbeitet werden 
konnte. 


b) Cholesterin. 


Die in Sodalésung unlésliche Neutralfraktion wurde nach dem 
Abdampfen des Athers mit 10%iger Kalilauge 2 Stunden lang 
hydrolysiert und wieder in Ather aufgenommen. Nach dem Ab- 
dampfen des Athers wurde der Riickstand aus Methanol umkrystal- 
lisiert. Die aus Alkohol umkrystallisierten durchsichtigen viersei- 
tigen Tafeln schmelzen bei 148°C. Rohe Ausbeute 0,6¢. Der 
Krystall zeigt eme Salkowskische und Liebermann-Bur- 
chardsche Reaktion. Bei der Mischprobe mit reinem Cholesterin 
zeigt er keine Schmelzpunktdepression. 


5. Glykokoll. 


Das von den Gallensauren abfiltrierte Hydrolysat wurde. im 
Vakuum bis zum Trocknen eingeengt, mit 95%igem Alkohol heiss 
digeriert und filtriert. Der wieder in Vakuum zum Trocknen einge- 
engte Riickstand wurde mit abs. Alkohol extrahiert. Beim Hin- 
leiten von trocknem Salzséuregas in den alkoholischen Extrakt 
schied sich eine braunliche Krystallmasse ab, welche abgesaugt und 
aus wenig abs. Alkohol mehrmals umkrystallisiert wurde. So 
erhalt man einen weissen Nadelkrystall vom Schmelzp. 142-1438°. 
Er ist in Alkohol, Wasser sehr leicht léslich und stickstoff-, aber 


nicht schwefelhaltig. Dies muss also salzsaurer Glykokollathylester 
sein, 
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UBER DIE ARGINASEWIRKUNG DER 
GESCHWULSTE. 


II. Mitteilung: Arginasewirkung von Kaninchen- und 
Mausecarcinom. 


Von 


MASARU KAIJU. 


(Aus dem Utzino-Laboratorium des Instituts fiir Chemische Forschung an der 
Kaiserlichen Universitat Kyoto. Vorstand: Prof. Dr. 8. Utzino.) 


(Hingegangen am 3. Februar 1938.) 


In der vorigen Mitteilung (1937) habe ich eine massig deut- 
liche Arginasewirkung des Kaninchensarkoms festgestellt, welche 
ihrer Starke nach zwischen der Niere und dem Hoden desselben 
Tiers einzuordnen ist. Das Hiihnersarkom zeigte dagegen eine 
verhaltnismassig nur schwache Arginasewirkung. Hinsichtlich der 
Tumoralterung konstatierte ich weder eine besondere Verstairkung 
noch auffallende Abschwachung der Arginasewirkung des Tumor- 
gewebes wahrend des Verlaufs nach der Impfung, obgleich der 
Spaltungswert ebenfalls eine gewisse Schwankung zeigte. 

Es diirfte nun wohl angebracht sein, die Untersuchungen nicht 
nur auf das Sarkom zu beschranken, sondern auch auf die 
Carcinomfalle auszudehnen, wobei eine Ausfiihrung der Beobach- 
tungen an moglichst vielen Materialen in Aussicht genommen 
wurde. In der vorliegenden Arbeit habe ich die Arginasewirkung 
des Impfearcinoms und auch anderer Gewebe (Niere, Leber, Muskel 
und Hoden) von gesunden und tumorkranken Kaninchen oder 
Mausen unter Beriicksichtigung der nach erfolgter Impfung ver- 
flossenen Zeitdauer untersucht. Es wurden zu diesem Zweck die 
Versuche in drei Stadien angestellt, einerseits an Kaninchen 15- 
20, 30-40 und 60 Tage und andererseits an Mausen 5, 10 und 22 
Tage nach der Carcinomimpfung. 

Beziiglich der Arginasewirkung des Hodencarcinoms von Ka- 
ninchen habe ich auch eine ziemlich deutlich Arginasewirkung nach- 
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gewiesen, welche ihrer Starke nach zwischen der Niere und dem 
tumorfreien Hoden dieser Tiere einzuordnen ist. Die nattirliche 
wie die aktivierte Arginasewirkung des Kaninchencarcinoms kommt 
also fast der des Nierengewebes nahe. Als Merkwiirdigkeit sei hier 
erwahnt, dass der Arginasewert des Carcinoms sich sicher hoher 
zeigte als der des Normalhodens, in den das Carcinomgewebe einge- 
impft wurde. 

Das Miusecarcinom (Bashford 63) zeigte ebenfalls eine massig 
starke Arginasewirkung, die derjenigen der Mauseniere ahnelte. 
Nach S. Edlbacher und K. W. Merz (1927) zeichneten sich 
Mausecarcinom und Menschencarcinom durch hohen Arginase- 
gehalt aus. Was das Menschencarcinom anbetrifft, so médchte ich 
in der nachsten Abhandlung auf dasselbe zuriickkommen. 

Wie bei den Sarkomfallen habe ich im Laufe des Carcimom- 
wachstums weder besondere Verstirkung noch auffallende Abschwa- 
chung der Arginasewirkung festgestellt. Fiir Mausercarcinom 
betragt die gespaltene Argininmenge ca. 30% des Gesamtarginins 
und 20-80% fiir Kaninchenecarcinom. Auch bei letzterem scheint 
ein schwaches Absinken der Arginasewirkung im spateren Stadium 
konstatierbar zu sein. Obgleich die erhaltenen Werte ziemlich 
schwanken, ist doch ein allmahliches Sinken derselben bis zu einem 
gewissen Grad nicht zu leugnen. In den zentralen nekrotischen 
Geweben des Kaninchencarcinoms wurde in den spateren Stadien 
ebenfalls eine deutliche Arginasewirkung beobachtet; der Spal- 
tungswert schien aber, unabhingig von der Aktivierung, etwas 
niedriger als der der nichtnekrotischen Randschicht des Carcinoms 
zu sein. Die Arginasewirkung der nekrotischen Teile des Miuse- 
carcinoms zeigte sich als dieselbe wie die der nichtnekrotischen. 
Die Carcinommetastasen von Kaninchenkrebs wiesen den gleichen 
Grad der Arginasewirkung wie das geimpfte Carcinom auf. 

Wie schon erwahnt, vermochte die Kaninchenleber das zuge- 
setzte Arginin viel stirker als das Carcinomgewebe oder andere 
Gewebe abzubauen. Ebenso lisst auch die Miuseleber eine stirkere 
Arginasewirkung erkennen. Bei der Verdiinnung des Leberma- 
zerationssafts von diesen beiden Tieren mit Wasser auf das 100 
fache Volumen ist der Saft imstande, sogar noch ca.50% des 
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zugesetzten Arginins abzuspalten. 

Die Niere des Kaninchens und der Maus zeigten eine massig 
starke Arginasewirkung, die fahig ist ca. 30% des Gesamtarginins 
zu spalten; ihre Starke scheint bei fortschreitender Nekrose des 
eingeimpften Tumors kaum beeinflusst zu werden. Aus den Ver- 
suchen von Fujiwara (1929) ergibt sich, dass schon wenige Tage 
nach Einimpfung des Ehrlichschen Mausecarcinoms der Arginase- 
wert der Niere zu sinken beginnt und parallel mit der Entwicklung 
des Tumors abnimmt. Was die Arginasewirkung des Muskel- 
gewebes von Mausen anbelangt, war eine solche mit Sicherheit fest- 
stellbar. Bei der Aktivierung durch Mangansulfat konnte ein ver- 
stirkter Spaltungswert bestiitigt werden. Durch die Carcinom- 
implantation schien der Arginasewert des Muskelgewebes nur 
wenig beeinflusst zu werden. In den spateren Stadien des Mause- 
carcinoms trat die Muskelarginase in etwas starkerem Masse auf. 
G. Klein und W. Ziese (1932) haben nur einen positiven Argi- 
nasewert in den Muskeln der tumorkranken Tiere gefunden. 
Zur Beurteilung der vergleichenden Arginasewirkung des 
Tumors und der anderen Gewebe muss man auch die Aktivierung 
der Arginase in Betracht ziehen. So wurden die Versuche mit 
Enzymlosung angestellt, die mit Mangansulfat als Aktivator in 
einer Konzentration von 0,00025 Mol behandelt wurde. Die Aktivie- 
rungsverhaltnisse der Arginae in den Tumoren und in den anderen 
Geweben sind nichtcharakteristisch, wie dies auch bei den Sarkom- 
ieren der Fall war. Nur die Enzymlosung mit der schwachsten 
Arginaseaktivitat wie z.B. beim Muskel schien verhaltnissmassig 
stirker aktiviert zu werden. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Enzymlésung: Das Tumorgewebe wurde sorgfiltig von den 
nekrotischen Teilen abprapariert, zur Verwendung gelangten dann 
die fiussere Randschicht und die zentrale Nekrosemasse. 

Tumorgewebe, Nekrosegewebe und anderen Gewebe der tumor- 
kranken Tiere wurden fein geschnitten, im Morser mit dem drei- 
fachen Volumen Glycerin-Wasser (5:5) mit 0,05%iger Essigsaure 
gut zerrieben, durch ein feines Sieb koliert und dann unter einer 
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Toluolsehicht im Hisschrank aufbewahrt. Beim Gebrauch wurde 
nur der Mazerationssaft der Leber der beiden Tieren aufs 100 fache 
mit Wasser verdiinnt, da diese Enzymlésungen sehr stark einzu- 
wirken verméogen. Fiir jeden Versuch wurde je lecm dieser 
Enzymlosung verwendet. 

Versuchsansatz: 5eem 2%iger Argininchlorhydratlosung 
wurden mit 10 ecm 0,1 Mol Glycerin-NaCl-NaOH-Puffer von Pu 9,2, 
leem Enzymlosung und 4ceem Wasser unter Toluolzusatz bei 37° 
digeriert. Zur Aktivierung wurde 1 ecm der rohen Enzymlosung 
mit 3eem Wasser und 1 cem Mangansulfat von 0,005 Mol versetzt 
und der Digestion mit Argininpufferlésung, wie oben dargestellt, 
unterworfen. 

Nach 24 stiindiger Digestion wurde der gebildete Harnstoff in 
20 cem Digestionslosung nach der Ureasemethode in Ammoniak 
iiberftihrt, das nach der Folinschen Methode in die berechnete 
Menge 0,02n-SO4H» abdestilliert wurde. Als Kontrolle wurden 
Versuche mit Argininlésung ohne Enzym einerseits und mit En- 
zymlosung ohne Substrat andererseits angestellt. Die diesbeziig- 
lichen Kontrollwerte wurden von den Werten der Hauptversuche 
abgezogen. In der Tabelle sind die zur Neutralisation verbrauchte 
Sauremenge (cem 0,02n-SO,H»2) und der Prozentsatz der zersetzten 
Argininmenge fiir das Gesamtarginin angegeben. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Im Mazerationssaft des Hodencarcinoms des Kaninchens 
wurde eime massig starke Arginasewirkung festgestellt, die fast 
unabhangig von der nach der Impfung verflossenen Zeit dem Grade 
nach zwischen der des Hodens und der Niere des Kaninchens ein- 
zureihen sein mag. In den spiteren Stadien schien die Aktivitat 
oder auch die Aktivierbarkeit der Arginasewirkung des Carcinoms 
etwas schwacher zu sein. Im Vergleich mit der Arginasewirkung 
des Mazerationssaftes der Kaninchenleber ist die Wirkung sehr 
gering. 

2. Im Mazerationssaft des Mausecarcinoms (Bashford 63) 
hess sich ebenfalls eine deutliche Arginasewirkung beobachten 
ebenso wie in dem der Mauseniere. Unabhingig von der Tumoral- 
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terung blieb die Arginaseaktivitat fast unveriindert, die Aktivier- 
barkeit schien aber im spiiteren Stadium etwas herabgesetzt zu 
werden. 

3. Die Arginasewirkung des Carcinomgewebes und der 
anderen Gewebe des tumorkranken Tiers zeigte mit fortschreiten- 
der Nekrose weder auffallende Abnahme noch besondere Ver- 
stirkung. ‘ 

4. Nur im spateren Stadium der Carcinommaus schien sich 
die Arginasewirkung des Muskelgewebes zu erhdhen. In den 
Nekroseteilen des Kaninchen- und Mausecarcinoms wurde auch eine 
deutliche aber etwas schwachere Arginasewirkung nachgewiesen 
und in einer Metastase des Kaninchencarcinoms eine ebenso deut- 
liche wie beim Carcinomgewebe. 

5. Die eben dargelegten, die Arginasewirkung betreffenden 
Beziehungen und Befunde blieben auch nach der Behandlung der 
Enzymlosung mit Mangansulfat zwecks einer Vollaktivierung der 
Wirkung fast die gleichen, trotzdem in allen Fallen eine deutliche 
Verstaérkung der Arginasewirkung beobachtet wurde. 

Diese Arbeit wurde auf Veranlassung von Herrn Prof. S. 
Utzino ausgefiihrt, welchem ich an dieser Stelle meinen besten 


Dank ausspreche. 
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MICRODOSAGE DE LA CHOLESTERINE BASE SUR 
UNE NOUVELLE REACTION COLOREE. 


Par 


S. OHYAMA. 


CInstitut de Biochimie, Université Impériale de Tokyo. 
Directeur: Prof. Samuro Kakiuchi.) 


(vecu pour publication: le 8 février 1938) 


Au cours de travaux immunologiques sur la cholestérine, il 
m’est arrivé de me heurter a de grandes difficultés, entre autres, a 
celle d’un microdosage simple et exact de la cholestérine pour des 
valeurs entre 0,2—0,6 mg. 

La méthode gravimétrique a la digitonine (Windaus, 1909), 
bien que nécessitant une technique péniblement minutieuse, 
lorsqu’on opére pour des doses au-dessous de 0,5 mg semble encore 
étre la plus stre. 

La méthode  colorimétrique de  lLiebermann-Burchard 
(Liebermann, 1885; Burchard, 1899) bien que rapide, donne 
une coloration bleue malheureusement trop instable. D’ailleurs ce 
procédé est entaché d’une forte erreur lorsque l’on part de milieu 
biologique, en raison d’autres substances chromogénes produisant 
une coloration le plus souvent jaune qui intervient dans la colora- 
tion finale (bleu+ jaune=vert), faussant gravement les résultats. 

Me rappelant certaines réactions observées, alors que je 
m’occupais, il y a quelques années, de l’action de différents aldé- 
hydes sur la toxine diphtérique, l’idée me vint qu’une nouvelle 
réaction de la cholestérine, donnant une coloration intense et stable 
a la fois, pourrait étre trouvée si l’on essayait d’employer comme 
réactifs des aldéhydes a noyau cyclique. Aprés quelques tatonne- 
ments j’ai pu constater que Valdéhyde salicylique répondait a la 
plupart des conditions exigées. 

En effet, la cholestérine, alcool monovalant a caractére 
secondaire, réagit bien avec l’aldéhyde salicylique, dans une tem- 


395 


396 S. Ohyama: 


pérature de laboratoire, dans un milieu sulfurique et chloroformi- 
que, & condition toutefois que l’on ait soin d’ajouter de l’eau distillée 
et que ce milieu diphasique soit vigoureusement mélangé pendant 
un temps déterminé. Une réaction colorée intense se produit en 
effet et la phase chloroformique surnageante prend une belle teinte 
dichroique rouge par transmission, verdatre par réflexion. 

Condition capitale, pour la réussite de cette réaction: ’emploi 
de l’eau y est absolfiment indispensable. Sans eau la phase chloro- 
formique se teint en jaune pale et la réaction n’est méme pas 
qualitative. 

D’autre part une trop grande quantité d’eau a pour effet de 
ralentir le processus. Dans les conditions ot nous opérons 
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habituellement il faut done se maintenir dans une dose optima de 
0,15 e.e.—0,18 c.e. 

Pourvu qu’on ait soin de procéder dans un tube & essais bien 
see, en verre dur, et de garder une fois la réaction terminée le 
récipient fermé, la coloration obtenue se maintient admirablement 
bien, elle peut méme durer deux semaines sans changement visible 
a la lumiére diffuse. On a pu utilement mettre a profit cette 
grande stabilité pour des études spectrophotométriques comme on 
peut le voir dans la Fig. 1. Le sommet de la ligne d’absorption 
est marqué aux environs de 1/4 2000. 

Dans le cas ot la phase chloroformique est décantée dans un 
autre récipient bien sec mais laissé ouvert, la couleur semble se 
maintenir moins bien et seulement pendant une vingtaine de 
minutes, aprés quoi on constatate que le liquide se trouble; mais 
méme dans ce cas, il est possible de remédier a cette altération: 
il suffit pour cela de faire réintégrer ce liquide trouble dans le 
premier tube 4 essais, de bien boucher et d’agiter vivement, pour 
faire disparaitre le trouble et voir réapparaitre la couleur originelle. 
Le changement semble done étre di a des causes hygroscopiques 
auxquelles il est facile d’obvier. 


TECHNIQUE. 


Réactifs nécessares: 


a 


Trichlorméthane (chloroforme) pur. 

2. Eau distillée. 

Aldéhyde salicylique dissout a 6% dans du chloroforme 
(conservé en flacon jaune). 

4, Acide sulfurique concentré. 


Sad 


Appareils nécessaires: 


1. Tubes & essais en verre neutre de 15mm. de diamétre et 
de 14cm. de hauteur, portant chacun un trait a 10 cc. et 
bouchant a l’émeri. 

2. Petite boite, contenant un support pour éprouvettes et 
munie d’un couvercle doublé a l’intérieur d’une feuille en 
caoutchouc; le couvercle s’adaptant sur la boite au moyen 
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de vis. 

3. Mélangeur. 

4. Colorimétre de Duboseq. 

Tube-étalon. 

On commence par dissoudre 10 mg. de.cholestérine dans 100 ¢.e. 
de chloroforme. Cette solution sert 4 préparer le tube-étalon. Puis 
dans un tube a essais (1,5 em. de diamétre et 14 de hauteur, portant 
un trait 4 10¢.c. et se bouchant a l’émeri.), on introduit, avec une 
pipette, 5,0 c.c. de la solution chloroformique de cholestérine (c’est- 
a-dire 0,5 mg), on ajoute 0,25 ¢.c. d’aldéhyde salicylique a 6% dans 
du chloroforme, puis Q.S. de chloroforme jusqu’a obtention du 
volume 10¢.c. Ensuite on introduit, avec une autre pipette de 
0,2 ¢.c., quatre gouttes d’eau distillée correspondant a 0,17 c.c.. 
Aprés quoi on ferme le tube hermétiquement, on mélange légére- 
ment le liquide une premiére fois tout en exereant sur le bouchon 
une assez forte pression pour éviter que celui-ci ne saute, précaution 
nécessaire a cause de l’élévation de la température a Vintérieur du 
tube; on ouvre et on referme le tube une seconde fois aprés quoi 
on agite vigoureusement cette fois, pendant quelques secondes, tout 
en maintenant la pression sur le bouchon comme la premiére fois. 

On eesse d’agiter, on attend une dizaine de secondes et l’on 
rouvre le tube pour le refermer une troisiéme fois. Le tube est 
prét pour étre porté au mélangeur (voir Fig. 2.). 

La petite opération d’ouverture et de fermeture du tube est 
a recommander afin d’éviter une trop brusque élévation de la 
pression. 

On opére de la méme maniére et dans le méme ordre pour une 
série de solutions chloroformiques contenant x% de cholestérine 
(x devant étre compris entre 4 4 24 mg et la solution chloroformi- 
que exempte d’autres alcools). 

Ces tubes sont placés sur un support et celui-ci est mis dans 
une boite spéciale en bois, munie d’un couverele, doublé & V’intérieur 
de caoutchoue spongieux. On y adapte ce couvercle, et l’on visse 
de maniére que la feuille de caoutchoue exerce une pression 
suffisante sur les bouchons en verre pour maintenir fermés les tubes 
a essais pendant toute la durée de la réaction, réaction qui se pour- 
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suit pendant que la boite est vigoureusement agitée par un mélan- 
geur. Une fois la boite bien fermée, on la couche et on la fixe 
horizontalement sur un mélangeur, ayant bien soin toutefois que 
les axes verticaux des tubes soient rangés parallélement dans la 
direction du mouvement de va-et-vient du mélangeur. L’appareil 
ainsi disposé est mis en mouvement a la température ordinaire de 
20°C pendant deux heures. (Lorsqu’il s’agit non pas de dosage 
mais simplement de réaction qualitative de cholestérine, une heure 
d’agitation suffit largement). 

Aprés quoi on arréte le mouvement, on redresse la boite 
contenant les tubes a essais et on la laisse reposer pendant un quart 
d’heure ou plus. 

Dans chaque tube on observe alors la formation de deux zones 
distinctes; une zone supérieure constituée par la solution chloro- 
formique teintée en rose ou rouge-violet, coloration variant avec 
la teneur en cholestérine de la solution; puis une zone inférieure 
rouge-brune foneée contenant l’acide sulfurique, l’eau et le surplus 
du réactif. Ceci fait, on décante environ 5 a 6¢.c. de la solution 
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de chloroforme dans un récipient rigoureusement sec et il ne reste 
plus qu’a doser A l’aide du colorimétre de Duboseq. 

Il peut étre bon de noter que lorsqu’on a beaucoup de tubes 
A examiner, il serait préférable d’avoir plusieurs tubes-étalons ou 
bien toute une gamme d’étalons. On prendra dans ce but, dix 
tubes 4 essais et on mettra dans chacun d’eux 5e.c. de solutions 
chloroformiques renfermant respectivement 4mg, 10mg, 12 mg, 
14mg, 16mg, 18mg, 20mg, 22mg de cholestérine par décilitre 
(100 ¢.c.). 

On ajoutera l’aldéhyde salicylique et Q.S. de chloroforme 
jusqu’a obtention de 10 c.c. et ensuite on procédera comme pour le 
cas du tube-étalon. 


Nota. Si pour une raison quelconque, l’analyse des liquides doit étre 
différée aprés que l’agitation est terminée, il n’y a aucun inconvénient a 
laisser reposer les tubes, vu que la coloration est trés stable, et leur examen 
pourra se faire seulement quelques jours plus tard. 

Toutefois cette précaution d’avoir sous la main plusieurs tubes- 
étalons n’est pas absolument nécessaire; en effet comme on vient de 
le faire remarquer tout a l’heure, la coloration du tube-étalon peut 
se troubler aprés une vingtaine de minutes dans le cas ot le réci- 
pient est ouvert; mais il est facile de remédier 4 ce défaut; il 
suffit pour cela de faire réintégrer la solution trouble dans le tube 
d’origine et aprés avoir bien bouché celui-ci, de lagiter vivement 
pendant quelques secondes, puis de la laisser reposer pendant un 
quart d’heure; on constate alors que le trouble a disparu et que 
la coloration est redevenue aussi nette qu’au début. 

Cette méthode de dosage est aussi simple qu’exacte. Bien que 
jaie exécuté toute une série de recherches afin de m’assurer de la 
permanence des résultats, il ne sera reproduit ici, a titre d’exemple, 
qu’un cas de dosage colorimétrique de solutions contenant des doses 
déterminées prises d’une solution-étalon (Tableau N° I). 

On voit d’aprés le tableau qu’entre 0,3 4 12mg, il y a me 
trés grande concordance entre les valeurs observées et celles cal- 
culées, erreur ne dépassant pas 5%. Ce n’est que pour 0,2 mg 
et 1,4 mg que l’erreur atteint 8 4 9%. (Le dosage de la cholestérine 
en milieu biologique fera le sujet d’une prochaine communication). 
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TABLEAU I. 
N° du tube ‘ 
N1i|N2|N3 N4 N5|N6|N7|/N8/N9/N10/N 11/N 12/N 13 
Dose de ; 0,2} 0,3} 0,4] 0,5] 0,5} 0,6} 0,7] 0,8] 0,9] 1,0] 1,1] 1,2] 1,4 
cholestérine mg/mg| mg|mg|mg}mg]| mg| mg| mg| mg| mg} mg] mg 
valeurs mm 
observées | 20,0} 16,8] 14,4) 12,9] 11,5] 10,2) 9,2) 8,5] 7,9 
valeurs 
caleulées 20,0] 16,6) 14,3] 12,5] 11,1) 10,0} 9,1] 8,3 | 7,14 
valeurs mm 
observées 37,0| 26,2} 20,3] 16,0 
valeurs 
caleulées 40,0) 26,6] 20,0) 16,0 
uU~-—Y 
étalon 


La réaction décrite étant une réaction entre stérol et aldéhyde 
a noyau cyclique, il est naturel de supposer que d’autres aldéhydes 
aromatiques réagissent de méme avec la cholestérine, toutes les 
autres conditions restant les mémes. D’aprés le tableau II on 
peut se rendre compte qu’en dehors de l’aldéhyde salicylique, 
Vanisaldéhyde et la vanilline (qui sont tous des oxyaldéhydes), 
réagissent bien avec la cholestérine et que la coloration violette 
obtenue est trés intense. Mais ces aldéhydes ne satisfont pas a 
d’autres exigences; par exemple ils réagissent quelque peu avec 
Vacide cholalique (peu intense il est vrai) tandis que l’aldéhyde 
salicylique ne réagit presque pas. Ces aldéhydes sont d’autre part 
beaucoup moins faciles a obtenir que V’aldéhyde salicylique. Hn 
outre la coloration rouge obtenue au moyen de l’aldéhyde salicylique 
est bien préférable @ la coloration violette obtenue avec les autres 
oxyaldéhydes, car dans le cas ot le dosage se fait sur un milieu 
biologique, il n’est pas rare de voir s’ajouter une légére teinte jaune 
a la coloration principale; dans ce cas le dosage en milieu rouge 
se trouve étre moins géné que si celui-ci était violet. 

Le benzaldéhyde tout en donnant une coloration orange trés 
marquée ne me parait pas approprié au dosage de la cholestérine ; 
le diméthylaminobenzaldéhyde ne réagit presque pas. L’aldéhyde 
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cinnamique donnant une coloration rouge mais avee virage au bleu, 
est aussi a rejeter. 

Bien que les acides gras soient'en majeure partie éliminés par 
Veau de lavage, 4 l’état de savons, dans la technique du dosage de 
la cholestérine en milieu biologique, il se peut qu’on remarque 
dans la solution finale chloroformique une légére contamination 
de ces acides; or le réactif en question ne réagit pas avec les acides 
eras saturés; par exemple, les acides stéarique et palmitique ne 
produisent pas de coloration lorsqu’on opére avec une solution de 
méme concentration que la cholestérine, ce n’est que lorsque la 
concentration est dix fois plus forte qu’on observe une légére teinte 
jaunatre (voir Tableau IT). 

L’acide oléique, acide gras non saturé, se comporte différem- 
ment car il réagit légérement avee le réactif. Dans le cas ou la 
concentration de cet acide est dix fois supérieure A celle de la 
cholestérine, on observe une coloration assez ressemblant a celle 
produite par la cholestérine (voir Tableau III). 

S’il y a des aldéhydes, en dehors de l’aldéhyde salicylique qui 
réagissent avec la cholestérine, il se trouve d’autre part, dans la 
nature, quelques substances autres que la cholestérine qui réagissent 
avec le réactif salicylique, tel par exemple l’ergostérol et en dehors 
des stérols, ’huile de térébenthine et le colophonium (voir Tableau 
EE}, 

Je n’entends pas prétendre a la vérité avoir trouvé une 
réaction tout a fait spécifique de la cholestérine mais 4 mon avis 
celle dont je viens de traiter me semble meilleure que celle de 
Liebermann-Burchard. 

Le principe méme de la réaction est bien de nature a mériter 
une étude plus approfondie. En effet dans cette réaction qui met 
en présence un stérol, un aldéhyde, du trichlorméthane et de l’acide 
sulfurique, il faut pour sa pleine réussite, une certaine dose optima 
deau distillée. “ I] est en outre nécessaire que le milieu biphasique 
soit vivement agité pendant un temps déterminé. C’est peut-étre 
parce que ces conditions n’ont pas été remplies jusqu’ici qu’on n’a 
pas encore décrit de réaction d’oxyaldéhyde pour le dosage du 
cholestérol. I] est aussi permis d’espérer qu’en changeant un des 
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Microdosage de la cholestérine. 
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facteurs du réactif, par exemple le facteur aldéhyde, on puisse 
trouver pour d’autres stérols de nouveaux réactifs appropriés. Les 
recherches pourront se poursuivre dans ce sens. 


Ce m’est un devoir trés doux d’exprimer ma profonde gratitude 
& M. le Prof. Kakiuchi pour la bienveillance continue qu'il m’a 
témoignée au cours de ce travail; que M. le Prof. Uemura et 
M. Inamura son collaborateur veuillent bien accepter aussi l’ex- 
pression de ma vive reconnaissance pour avoir bien voulu se charger 
des mesures spectro-photométriques utilisées dans cette étude. 
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The aetiological study of stomach ulcer has remained for a lone 
time as a current topic in experimental medicine. One method 
of attacking this problem is the experimental production of ulcer. 

In this line a number of chemical substances have been re- 
ported, namely, pilocarpin, pikrotoxin, eserin, atropin, morphin, 
physostigmin, jodchyrin, muskarin, adrenalin, acetylcholin, 
thyroxin, clare, alcohol, bile acids and histamine. Among these 
the physiologically occuring substances seem worth attention as 
an aetiological factor of spontaneous ulcer. 

The ulcerogenic action of bile acid and, alcohol has been re- 
ported by many investigators and has also been intensely studied 
by Yosida and Hujioka (1937) and that of thyroxin will be 
published shortly by Matuura of this laboratory. 

The author extended the study on such an action of various 
amines besides histamine, which was already studied by Biichner, 
Siebert and Molley (1928), and came to the conclusion that 
various amines have the property of producing stomach ulcer when 
applied subcutaneously or directly into the stomach. The details 
of the experiment will be published in this report. 


EXPERIMENT 1. 


Guinea-pigs weighing nearly 350 gm. were used as the experi- 
mental animals. 0.5 cc. of various amines of different concentra- 
tions was injected subcutaneously into the femoral region of the 
animal once a day for 5 successive days and on the 6th day the 
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animal was killed and the production of stomach ulcer was ex- 
amined. 

The amines examined were aethylamine, methylamine, propyl- 
amine and isobutylamine. They were used in the concentrations 
of 1/30, 1/20, 1/15, 1/10 and 1/5mol. It was found that all of 
the amines examined showed nearly a similar intensity in produc- 
ing ulcer. 

The minimal concentration which was able to produce ulcer 
was 1/15 mol and the rate of its production ran nearly parallel 
to the concentration, as shown in Fig. 1. 


Fig. 1. 
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A similar experiment was repeated by applying the amines 
into the stomach of a guinea-pig at its postabsorptive state, and the 
results are illustrated in Fig. 2. | 

It will be seen that the ulcer occurs more severely than in the 
case of a subcutaneous application. At the concentration of 1/5 
mol nearly 100% of occurence was noted. But the high toxity of 
amine in its direct application into the stomach is ascribed partially 
to the alkaline reaction. This can be proved by the fact that when 
the amines were applied after being neutralised with acid, the 
percentage of ulcer occurence was reduced to 36.6%. 


This was not, however, the case in the subcutaneous appleca- 
tion. 


Experimental production of gastrie ulcer by aliphatic amines. 407 


Me. 2: 


100 


1/39 m Tog m Vi5m Tom Vsm-~ 


The percentage of occurence at a concentration of 1/5 mol 
aethylamine was reduced to 65 from 76.9%. 

The localisation of amine ulcer in the stomach mucosus of 
about 350 animals is classified as follows. 


Curvatura major 58.9% 
Curuvatura minor 1.78 
Fundus 12.5 
Corpus 17.8 
Pylorus 8.92 
Cardia 0 


The effect of amine injection upon the acidity of gastric juice. 


As a high acidity is usually regarded as the aetiological factor 
for gastric ulcer, the author examined how this is influenced by 
the injection of athylamine. Fig. 3 represents the results obtained 
on the relationship between the concentration of amine and the 
gastric acidity. 

Both curves clearly demonstrate that at a certain concentration 
or amount of amine injected the gastric acidity stood highest and 
at increased concentrations it tended to drop, so that it did not 
run parallel to the percentage curve of ulcer occurence. This 
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Fig. 3. 
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diserepancy can be explained by assuming that at a preulceric 
state induced by moderate concentrations of amine, a state of 
hyperacidity existed, but when the ulceration of the mucosa deve- 
lops in an extensive area, this leads to the destruction of acid 
secreting glands, followed by a diminution of acidity. 


EXPERIMENT 2. 


The action of neuaral amine compounds, namely, taurine, 
guanidine, arginine, urea and histidine as ulcer-producing agents. 

To secure additional evidence that the action of aliphatic 
amines as ulcer producing agents is not much associated with its 
alkalinity, the author tested the action of various amine substances 
of physiological interest as above enumerated. 

0.5 ce. of 1/5 mol concentration of the substances was injected 
daily for 5 successive days and on the 6th day the gastric acidity 
and the occurence of ulcer was examined. Fig. 4 illustrates the 
results. 

It will be seen distinctly that in all cases the gastric acidity 
fairly increased and gastric ulcer was produced in the increasing 
order: guanidine >taurine>arginine > histidine> urea. 
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Fig. 4. 
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EXPERIMENT 3. 


The effect of amine upon the autolysis of gastric mucosus. 

As it was demonstrated by Tamesue(1936) in this laboratory 
that cathepsin may be involve in the process of ulcer formation, 
being an active agent in the autolysis of gastric mucosus, the author 
decided to investigate whether or not the effect of amine is partly 
associated with the activity of cathepsin. 

For this purpose 3.0 gm. of gastric mucosa of rabbit were 
thoroughly minced under strong aseptic precautions and diluted 
to 380 ce. with distilled water. 5 cc. of this pulp were pipetted out 
into a test tube and mixed with 1.0 cc. of the amine solution of 
the concentrations as given in the table, 10 ce. of 1/15m citrate 
buffer of pH 3.0, which was found to be the optimal reaction for 
this experimental condition and 0.3 cc. of toluol to prevent the 
growth of micro-organisms. After incubation for 24 and 48 hours, 
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3cec. of the autolysate were taken out, deproteinised by adding 
2 ce. of 20% trichloracetic acid, and then alkalised by 2 cc. of 30% 
NaOH solution, followed by aeration in order to remove the amine. 
The solution was again neutralised by 10% HCl solution and with 
2ee. of this solution the amino-N was determined by the Van 
Slyke’s method. 
The results are tabulated in Table 1. 


TABLE I. 

Amine 24 hours 48 hours 
Ethylamine 16.545 mg 21.947 mg 
Methylamine 17.291 22.036 
Propylamine 17.588 21.775 
Isobutylamine 18.583 22.806 
Cont. (destill. water) 10.365 12.746 


This clearly indicates that with the presence of amine, the 
autolysis was augumented to a considerable extent over a period 
of time. 


EXPERIMENT 4. 
The amine ulcer and liver function. 


As the liver plays a predominating role in nitrogen metabolism 
in organisms, it is imagined that most of the amine produced in 
the intestinal tract may be detoxicated. Therefore, if the liver 
function is damaged by a liver poison, such as chloroform or phos- 
phorus, then the amount of amine necessary to produce gastric 
ulcer may be less than when the liver functions in a healthy condi- 
tion. 

That this is exactly the case can be well ascertained from 
Fig. 5. These animals were injected hypodermically with 0.1 ce. 

of 10% carbontetrachlorid or chloroform per 100 g of body weight. 
The injection lasted for 2 days; then the amine was injected 
in doses of 0.5 ce. per 100 g body weight for 5 successive days and 
on the 6th day the animal was killed and the occurence of ulcer 
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Fig. 5. 
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was examined. 

The minimal concentration of aethylamine required to cause 
gastric ulcer in the animals under liver intoxication was reduced 
to 1/40 mol against 1/15 mol in the untreated animals. From this 
observation it can be concluded that liver also plays an important 
role in the detoxication of amine. 


DIscUSSION. 


As pointed out in the introduction, many chemical substances. 
produce gastric ulcer. But the method by which such pathological 
change occurs in the gastric mucosa has not yet been adequately 
explained. 

Some of them may cause the paralysis of the gastric nerve and 
others may cause the contraction of the capillaries of gastric blood 
vessels. 

At any rate, both hinder the metabolic process and lessen 
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the vitality of the epithelial cells in the gastric mucosa. When 
such a subnormal condition develops the cells are exposed to the 
risk of the invasion of hydrochloric acid which paves the way to 
pepsic digestion and also to the autolytic process by cathepsin. 
Thus we can understand the fact that hyperacidity is a pre- 
ponderant factor in the aetiology of gastric ulcer. 

In the case of amine, it is not certain how this gives rise to 
gastric ulcer. But one of the pharmacological actions of amine is 
believed to exist in the hypersecretion of gastric juice (Ivy and 
Javois, 1925). This fact was substantially proved by the authors’ 
experiment, for with a moderate dose of amine a remarkable hyper- 
acidity was always observed. 

Biichner, Siebert and Molley (1928), who first demon- 
strated the histamine ulcer, also reported that histamine stimutates 
gastric secretion. But it should be noted that with the injection 
of larger doses of amine, the, hypersecretion was interrupted, as 
demonstrated in Fig. 4. 

This might be partly explained by the neutralisation of acid 
with amine, rather than by assuming the destruction of secretorial 
cells in the region of ulcer formation. | 

It is often emphasized that hyperacidity is not a necessary 
condition for ulcer formation. It should be remembered, however, 
that hyper- or hypoacidity is usually judged by the determination 
of free hydrochloric acid in the gastric juice obtained from a 
- patient suffermg from ulcers. But this is of no value. Even if 
we find hypoacidity, this does not mean that hyperacidity is not 
a necessary condition for the formation of ulcer. From the fore- 
going experiment we believe instead that hyperacidity prevails 
always in the preulceric state and when the ulcer is produced this 
may sometimes disappear. 

Opinions differ as to whether or not the function of the liver 
is concerned in any way with the formation of gastric ulcer. The 
author found that amine ulcer can be produced more easily when 
the liver is damaged by means of a liver poison, such as phos- 
phorus or chloroform, which gives some support to the idea that 
the liver has some bearing on the production of spontaneous ulcer. 
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CONCLUSIONS. 


1. Aliphatic amines, such as methylamine, aethylamine, pro- 
pylamine and isobutylamine in concentrations above 1/15 mol can 
produce acute gastric erosion or ulcer when applied subcutaneously. 

2. At the injection of moderate doses of amine the gastric 
acidity increased. 

3. The autolysis of gastric mucosa was increased by the pre- 
sence of amine. 

4. When the liver was intoxicated by chloroform or phos- 
phorus, the amine ulcer developed more severely. 

In conclusion, I would like to express my sincere thanks to 
Professor K. Kodama and Professor H. Akaiwa. 
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DESAMINIERUNG DER GUANYLSAURE IN DER 
NIERE UNTER EINFLUSS DER 
GALLENSAURE. 


Von 


KENZI MAEDA. 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 21. Februar 1938.) 


Durch die Untersuchungen von Embden u. Schuhmacher 
(1930), Krebs (1933) und Leévey (1935) ist bekannt geworden, 
dass die Nucleinséure und Aminosdiure der Hauptsache nach in 
der Niere desaminiert werden konnen, was nach Krebs (1983) 
eine Hauptquelle des Harnammoniaks bilden diirfte. 

In Bezug auf die Steigerung des Nucleinstoffwechsels durch 
Gallensaure stellten Karasawa (1927) und Hatakeyama (1927) 
fest, dass bei Zufuhr von Gallenséure eine vermehrte Ausscheidung 
von Purinbasen bzw. Allantoin im Harn stattfindet. Kobayashi 
(1928) und Ishihara (1937) stellten im Harn Pentose fest; 
Takeuti (1937) fand eine Steigerung des Purin- bzw. Harnsdure- 
gehaltes im Blut und in den Organen, und nach Takeuti (1937) 
wird die Wirkung der Xanthinoxydase in den Organen durch 
Gallenséure betrachtlich gefordert. 

Bei diesem Nucleinstoffwechsel muss eine Desaminierung 
durch verschiedene Desamidasen stattfinden. Wenn diese De- 
saminierung durch Gallensiure gesteigert werden kann, so muss 
man eine vermehrte Ammoniakausscheidung entweder im Harn 
oder in der Galle wahrnehmen konnen. 

In der Tat haben Kawada (1934/35) und Takeuti (19387) 
bei Zufuhr von Gallensiure eine vermehrte Ammoniakausscheidung 
in der Galle, dagegen eine verminderte im Harn beobachtet. 

Um die fordernde Wirkung der Gallenséiure auf den Nuclein- 
stoffwechsel weiter aufzuklaren, habe ich den Hinfluss der Chol- 
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siiure auf die Desaminierung der Guanylsiure in der Niere unter- 
sucht. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


Die als Substrat verwendete Guanylsiure wurde nach der 
Methode von Jones u. Perkins (1923) aus Hefenucleinsaure 
hergestellt. Diese Guanylsiure wurde als 0,05, 0,1 und 0,2%ige 
wisserige Losung zum Versuch verwendet. 

Als Desamidaseléisung wurde frisch isolierte Rattenniere 
(ca.1 g) mit sterilem Sand gut zerrieben, mit einer bestimmten 
Menge einer Phosphatpufferlosung von Pu 7,4 versetzt und gut 
durchgerihrt. 

Diese Nierenbreilosung wurde in der Weise versetzt, dass bei 
den Versuchen je eine Portion 0,6 g Niere enthielt. 

Die Cholséure wurde als 1%ige Natriumsalzlosung benutzt. 
Wie in den Versuchsanordnungen der Tabelle I gezeigt wird, wurde 
jede Portion unter Zusatz von Phosphatpufferl6sung auf 100 ecm 
aufgefillt. Die Gemische wurden im Brutschrank bei 37°C eine 
Stunde bzw. 2, 4, 6, 24 und 48 Stunden lang stehen gelassen. 

Von leem dieses Gemisches wurde der nicht abgespaltene 
Aminostickstoff der Guanylsaure nach Van Slyke gasometrisch 
bestimmt und der dabei erhaltene Stickstoffwert mit dem des nicht 
bebruiteten Kontrollversuches verglichen. Die die Desaminierung 
fordernde Wirkung der Cholsaure tritt nach Sugiyama (1938) 
bei einem 0,05%igen Gehalt am stairksten auf. Deshalb habe ich 


TABELLE I, 
Versuchsanordnung. 


Nr. d. Kolben 
Losungen 

I TT « TLD 
Wasser 15 5 — 
Guanylsiurelésung — 10 10 
Cholatlosung — _ 5 
Fermentlosung: Nierenbrei g 0,6 0,6 0,6 
Pufferlosung 85 85 85 
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dieses Verhaltnis bei meinen Versuchen gewiihilt. 
Die Ergebnisse sind in den Tabellen II-IV zusammengefasst. 


TABELLE IT. 
0,05% Guanylsaure. 


Aminostickstoff (mg) 


Nr. d. Kolben 
Stunden 
I II III I II III 

0,347 |° 02519. | 0,2525 | 0,1679 | 0,1841 | 0,1829 

P 0,1711 | 0,1935 | 0,1921 | 0,1841 | 0,2024° | 0,2012 

0.2036 | 0,2243 | 0,2291 | 0,2027 | 0,2197 | 0,2197 
0,2015 | 0,2250 | 0,2191 

0,2388 | 0,2558 | 02558 | 0319 | 0,472 | 0,1466 

0,2121 | 0,2296 | 0,2306 | 0,1891 | 0,2063 | 0,2063 

‘ 0,2292 | 0,2501 | 0,2520 | 0,2137 | 0,2307 | 0.2807 
01866 | 0.2145 | 0,2011 

0,2331 0,2496 0,2473 0,1261 0,1412 0,1380 

02124 | 0,2296 | 0,2296 | 01855 | 0,2020 | 0,2020 

2 0,2399 | 0,2621 | 0,2603 | 0,979 | 0,2149 |--0,2143 
0,1842 | 0,2115 | 0,1943 

02904 | 0,3069 | 0,2961 | 0,1500 | 0,1617 | 0,1619 

0,2176 | 0,2347. | 0,2319 | 0,1883 | 0,2000 | 0,1971 

é 0,2881 | 0,3058 | 0,3016 | 0,1917 | 0,2062 | 0,1992 
0,1815 | 0,2008 | 0,1938 

0,2336 | 0,2490 | 0,2393 | 0,1786 | 0,1905 | (01863 

. 02248 | 0,2367 | 0,2334 | 0,1978 | 0,2065 | 0,2036 

? 0.1860 | 0,2018 | 0,2029 | 0,2037 | 0,2171 | 0,2095 
0,1489 | 0,1681 | 0,1605 

0,3221 | 0,3277 | 0,3221 | 0,747 | 0,1807 | 0,178 

0,3203 | 0,3260 | 0,3232 | 0,2393 |. 0,2457 | 0,2393 

a 02370, | 0,2459 | 0,2388 | 0,2260 | 0,2290 | 0,2266 
0.2450 | 0,2613 | 0,2514 

0,3348 | 0,3348 | 0,3348 | 0,2006 | 0,2036 | 0,2019 

0,371 | 0.3428 | 0,3371 | 0,2418 | 0,2418 | 0,2418 

= 02548 | 0,2548 | 0,2548 | ‘02401 | 02401 | 0,2401 
0,2996 | 0,3154 | 0,2996 


————— 
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TABELLE III. 
0,1% Guanylsaure. 
Aminostickstoff (mg) 
Nr. d. Kolben 
Stunden 
I Te III iD II Ait 
0,1815 0,2325 0,2313 0,1436 0,1832 0,18538 
0 0,2271 0,2743 0,2767 0,1728 0,2145 0,2139 
0,1864 0,2307 0,2283 0,2097 0,2458 0,2458 
0,1558 0,2037 0,2037 
0,1814 0,2335 0,2289 0,1465 0,1811 0,1811 
1 0,1964 0,2437 0,2455 0,1902 0,2301 0,2289 
0,1909 0,2267 0,2261 0,2138 0,2494 0.2464 
0,1857 0,2277 0,2283 
0,1877 0.2336 0,2324 0,1424 0,1766 0,1755 
2 0,2221 0,2667 0,2661 0,1876 0,2268 0,2256 
0,1547 0,1904 0,1850 0,2176 0,2469 0,2463 
0,1691 0,2106 0,2106 
i 
0,2245 0,2673 0,2465 0,1394 0,1724 0,1605 
i 0,2077 0,2510 0,2451 0,1908 0,2260 0,2231 
0,1699 0,1904 0,1814 0,2258 0,2463 0,2446* 
0,2078 0,2434 0,2226 
0,2027 0,2461 0,2262 0,1615 0,1931 0,1872 
6 0,2689 0,2958 0,2886 0,2080 0,2407 0,2347 
0,1506 0,1626 0,1566 0,2253 0,2431 0,2419 
0,2150 0,2498 0,2266 
0,2782 0,2882 0,2829 0,1567 0,1848 0,1615 
24 0,2099 0,2247 0,2182 0,2356 0,2533 0,2444 
0,2081 0,2171 0,2105 0,2387 0,2500 0,2435 
0,2225 0,2428 0,2254 
0,2594 0,2688 0,2676 0,2120 2238 0,2136 
48 0,2077 0,2136 0,2077 0,2460 ,2004 0,2466 
0,2141 0,2171 0,2141 0,2509 32568 0,2509 
0.2377 0,2496 0,2377 


Desaminierung der Guanylsiiure. 419 
TABELLE IV. 
fs 0,2% Guanylsiure. 
Aminostickstoff (mg) 
Nr. d. Kolben 
Stunden : 
i II III I ul 1 Eh 
0,1494 0,2173 0,2203 0,1650 0,2248 0,2293 
0 0,1405 0,2079 0,2108 0,2267 0,2923 0,2911 
0,1194 0,2024 0,2019 0,1743 0,2353 0,2324 
0,1185 0,1899 0,1899 ‘ 

0,1492 0,2159 0.2153 0,1722 0,2283 0,2353 
1 0,1076 0,1728 0,1714 0,2265 0,2861 0,2801 
0,1195 0,2002 0,2005 0,1814 0,2399 0,2340 

0,1127 0,1852 0,1793 
0,1641 0,2298 0,2298 0,1628 0,2219 0,2219 
a 0,1604 0,2121 0,2220 0,2277 0,2837 0,2778 
0,1223 0,1997 0,1967 0,1806 0,2388 0,2301 

0.1410 0,2105 0,2014 
0,1674 0,2258 0,2183 0,1320 0,1893 0,1789 
A 0,1367 0,1803 0,1609 0,2225 0,2750 0,2563 
0,1252 0,1877 0,1710 0,1985 0,2510 0,2282 

0,1022 0,1625 0,1415 
0,1691 0,2215 0,1924 0,1441 0,1893 0,1689 
6 0,1233 0,1556 0,1383 0,2340 0,2691 0,2516 
0,1121 0,1592 0,1497 0,2038 0,2384 0,2205 

0,1195 0,1613 0,1494 
0,2524 0,2827 0,2583 0,1354 0,1570 0,1487 
24 0,1206 0,1267 0,1214 0,2633 0,2867 0,2720 
0,2027 0,2295 0,2146 0,2550 0,2799 0,2609 

0,1135 0,1316 0,1274 
0,3081 0,3138 0,3084 0,2476 0,2488 0,2480 
48 0,2054 0,2056 0,2054 0,2799 0,2864 0,2864 
0,2086 0,2217 0,2086 92748 0,2818 0,2748 


0,2443 0,2532 0,2448 
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ERGEBNISSE. 


Der Ubersichtlichkeit halber wurde der nicht abgespaltene 
durchschnittliche Stickstoffwert (mg) und der die Desaminierung 
durch Cholsiure fordernde Grad (%) bei jedem Versuch in Tabelle 
V zusammengefasst. Zur weiteren leichteren Verstindlichkeit 
wurde der die Desaminierung durch Cholsiure fordernde Grad 
in den Figuren I-III gezeichnet. 

Aus den Tabellen II-V und Figuren I-III lasst sich ersehen, 
dass die aus Hefenucleinsaure bereitete Guanylsiure durch Nieren- 
gewebe gut desaminiert werden kann, obwohl nach G. Schmidt 
(1928) die Guanylsdure aus Hefe durch Muskeldesamidase von 


Innes, ae 
Amino-N (mg) 


0.05% Guanylsaure 


Ditmar 2G 24 a Stunden 
---- Guanylsdure 


Guanylsdure + Cholsaure 


Iainsy, Qe 
Amino-N (mg) 


0 Stunden 
2 4 6 24 48 


----Guanylsdure Guanylsdure+Cholsaure 
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Fig. 3. 


Amino-N (mg) 


2 
----Guanylsdure 


4 6 34 78 Stunden 


Guanylsdure + Cholsaure 


Kaninchen nicht desaminiert werden konnte. Diese Desaminierung 
der Guanylsaure durch Nierengewebe tritt desto starker auf, je 
mehr Guanylséure in der Losung enthalten ist, was mit dem 
Ergebnis der Versuche von Krebs (1933) tiber Desaminierung 
der Aminosduren durch Nierengewebe itibereinstimmt. 

Was den Hinfluss der Cholsiure auf die Desaminierung der 
Guanylséure durch Nierengewebe betrifft, so wurde gefunden, dass 
sie durch Cholsaure betrachtlich gefordert wird und zwar, dass 
bei 0,05%igem Gehalt an Guanylséure nach 1, 2, 4, 6, 24 u. 48 
Stunden Digestion jede fiir sich durch Zusatz von Cholsiure um 
8,3, 18,9, 31:7, 34,7, 71,7 und;94,8% gesteigert wird, wie aus den 
Tabellen’ II u. V ersichtlich ist. 

Bei 0,1%igem Guanylsduregehalt wird sie durch Cholsaure 
jede fiir sich um 2,5, 3,7, 31,6, 34,8, 67,0 und 81,9% und bei 
0,2%igem Gehalt um 2,7, 3,2, 30,1, 42,9, 60,0 und 81,6% gesteigert, 
wie aus den Tabellen III, IV u. V erhellt. i 

Die die Desaminierung fordernde Wirkung der Cholsaure tritt 
nach 4 oder 6 Stunden Digestion in betrachtlicher Starke auf. 

Bei Pu 7,4 wird also die Desaminierung der Guanylsaure 
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durch Cholsdure gefordert, was eine vermehrte Ausscheidung von 
Ammoniak im Harn zur Folge haben muss. Dies widerspricht 
aber der Tatsache, dass die Ammoniakausscheidung im Harn durch 
Cholséure gehemmt wird. 

Dieser Widerspruch scheint sich so erklaren zu lassen, dass 
bei Zufuhr von Cholsaéure der Po-Wert des Harns stark gesteigert 
wird, wie schon Kuramoto (1934) bewiesen hat, und dass in 
diesem Pu-Bereich die Desamidase der Niere nicht so wirksam zu 
sein scheint, dass das Harnammoniak vermehrt werden kénnte. 
In der Tat hat Sugiyama (1938) bei hohem Pu-Wert keine 
fordernde Wirkung der Cholsdure auf Nierendesamidase nach- 
" gewiesen. 

Somit muss die Zufuhr von Cholsiure auf die Nierendesami- 
dase hemmend einwirken, demzufolge eine verminderte Aus- 
scheidung des Ammoniaks im Harn stattfindet. 

Die Vermehrung der Harnsdéure in Blut und Harn durch 
Gallensiure beruht also héchstwahrscheinlich auf der Forderung 
anderer sich an der Harnsdurebildung beteiligenden Fermente wie 
z. B. Xanthinoxydase durch Gallensaure. 

Zuletzt muss bemerkt werden, dass der hier abgespaltene 
Aminostickstoff nicht nur von der durch Ferment ungespalten 
zuriickgebliebenen Guanylsdure herstammen kann, sondern auch 
von dem Guanosin und Guanin, welche durch die die Nuclease in 
der Niere fordernde Wirkung der Cholséure abgespalten wurden. 
Die Nucleotid-, Nucleosid- und Purindesamidasen mussten namlich 
durch Gallensdure aktiviert werden. Die durch Gallensdure 
gesteigerte Nucleasewirkung wurde bereits von Okamura (1928) 


nachgewiesen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Hefeguanylsiure wird durch Nierengewebe der Ratte 


desaminiert. 
2. Diese Desaminierung der Guanylsdure bei Pu 7,4 wird 


durch 0,05%igen Zusatz von Cholsaure gesteigert. 
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UMWANDLUNG DER 3-KETO-7.12-DIOXYCHOLAN- 
SAURE IN CHOLSAURE IM 
KROTENORGANISMUS. 


Von 


TAI SIHK SIAN. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Eingegangen am 21. Februar 1938.) 


Seit Jahren wurde die Verwandlung verschiedener Gallen- 
sauren und ihrer Derivate im Tierorganismus oder in Nahrlésung 
von Mikroorganismen yon vielen Autoren untersucht. Die 
Ergebnisse dieser Untersuchungen geben geniigende Hinweise auf 
den Bildungschemismus der Gallensiure im Tierkérper. Nach 
Licht (1924), Rosenthal (1927) und Kaziro (1925) wird Chol- 
saure bzw. gepaarte Cholséure durch Mikroorganismen, besonders 
Colibazillen abgespalten, wihrend Fukui (1937) beim Kultivieren 
von Colibazillen mit Dehydrocholsaure eine partiell reduzierte 7- 
Oxy13.12-diketocholansaure vorfand. Die dem Tierorganismus ver- 
abreichte Chol- und Desoxycholséure wurden von Higashi (1930) 
und Fuziwara (1930) teilweise unveraindert im Harn gefunden. 
Weiter wurde die dem Hundeorganismus (Shibuya 1933) ein- 
verleibte Dehydrocholsdiure teilweise auch unverandert in seiner 
Galle wieder aufgefunden, wahrend hingegen die Ketosaure im 
Kroétenorganismus (Shibuya 1933; Yamasaki u. Kyogoku 1937) 
unter partieller Reduktion als f-3-Oxy-7.12-diketocholansaure in die 
Galle sowie in den Harn ausgeschieden wurde. Auch Dehydro- 
desoxycholsdure (Yamasaki u. Kyogoku 1938; Kyogoku 1937) 
kann im Krétenorganismus partieller Reduktion unterworfen 
werden, wobei o- und /-3-Oxy-12-ketocholanséure im Harn nach- 
gewiesen werden. 

Neuerdings hat Kyogoku(1937) die interessante Beobachtung 
gemacht, dass die dem Krotenorganismus verabreichte Reduktode- 
hydrocholsdure als ihre epimere Form (6-3-Oxy-7.12-diketocholan- 
siure) in den Harn ausgeschieden wurde. Dabei hat er die Be- 
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hauptung ausgesprochen, dass jene Reduktoséure zunachst zu 
Dehydrocholsiure oxydiert und dann wieder zu a- und f-3-Oxy- 
7.12-dioxycholansiure reduziert werde, was auf den Bildungs- 
mechanismus der Gallensiiure aus Steroiden hinweise. 

Demzufolge wurde in der hier berichteten Untersuchung 
3-Keto-7.12-dioxycholansaure, die nach dem Verfahren von 
Wieland und Kapitel (1932) aus Triacetylcholsauremethylester 
hergestellt wurde, dem Krétenorganismus einverleibt und dann ihr 
Schicksal verfolet. Aus dem Harn konnte ungepaarte Cholsaure 
in geringer Ausbeute herausgeholt werden, wobei sich jedoch einige 
Schwierigkeiten ergaben, insofern als weder die erwartete $-Form 
der Cholsaure noch eine &ndere verwandelte Gallensaiure angetroffen 
wurde. Dabei wurde in der Kroétengalle bzw. im Harn gewohnlich 
gar keine Cholsdéure oder nur in ganz minimaler Menge vorgefunden. 
Demnach muss die erhaltene ungepaarte Cholsiure ohne Zweifel 
von der verabreichten 3-Keto-7.12-dioxycholansaéure herstammen. 

Es bleibt noch die Frage, warum die 3-Keto-7.12-dioxycholan- 
séure nur als a-Form im Krotenharn aufgefunden, wahrend die 
Dehydrocholséure hauptsachlich als 6-3-Oxy-7.12-diketocholansaure 
(Shibuya 1933, Yamasaki und Kyogoku 1935) in den Harn 
ausgeschieden wurde. Um einen Anhaltspunkt dafiir gewinnen zu 
konnen, wurden einige biologische Eigenschaften der Cholsdure mit 
denen der 3-Keto-7.12-dioxycholanséure verglichen. Die hamoly- 
tische Grenzkonzentration der Cholséure zu der der 3-Keto-7.12- 
dioxycholanséure steht bei Rinderblut im Verhialtnis 1:2, bei 
Ziegenblut im Verhaltnis 1: 4. 

Die die Lipase fordernde Wirkung der 3-Ketosiure ist aber 
bedeutend schwiacher als die der Cholsiure. 

Entsprechend den Wirkungen der beiden Séuren auf Lipase 
wurde eine schwachere Oberflichenaktivitét der 3-Ketosiure als 
die der Cholséure vorgefunden. Daraus geht hervor, dass die 
Giftigkeit der Cholsiure durch Oxydation der sekundiren Alkohol- 
gruppe an C3 zur Carbonylgruppe etwas vermindert wird, wihrend 
ihre physiologische Wirkung aber dadurch stark abgeschwicht wird, 
was mit friiheren Angaben (Shoda 1926; Kaziro u. Tsuji 1930) 
uber die Ketogallenséuren gut iibereinstimmt. 
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Beschreibung der Versuche. 


I. DarstELLUNG DER 3-KeEro-7.12-DIOXYCHOLANSAURE. 


Nach Wieland u. Kapitel (1932) wurde Triacetylcholsiure- 
methylester dargestellt. Schmelzpunkt 94-95°. Ausbeute 21,5 2 
aus 22,7 ¢ Cholsiuremethylester. 

5,002, 5,302 mg Subst.: 12,433, 13,185 mg COs, 3,947, 4,183 mg H,0O. 

Cs1HasOs Ber. C 67,84 H 8,82 
Gets 5 Clete lo) 51 O57 85. 8:83. 


1. 3-Oxy-7.12-diacetoxylcholansiure. 

15 g Triacetylcholsdureester wurden in 60 cem Methanol gelést, 
unter Schiitteln mit der gleichen Menge *N-Kalilauge vorsichtig 
versetzt und bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach einer 
Stunde wurde das Hydrolysat unter Neutralisierung mit verdiinnter 
Salzsaure auf dem Wasserbade vom Methanol befreit und durch 
weiteren Zusatz von Salzséiure ausgefallt. Die gut getrocknete 
Fallung wurde aus KEssigester umkrystallisiert. Prismen vom 
Schmelzpunkt 203-204°. Ausbeute 11,5 g. 

5,132, 5,813 mg Subst.: 12,841, 13,313 mg CO., 4,136, 4,277 mg H.0. 


CosH O07 Ber. C 68,25 H 9,00 
Gef. ,, 68,24, 68,34 ,, 9,02, 9,01. 


2. 3-Keto-7.12-diacetoxycholansiure. 

11 ¢ der obigen Saéure wurden in 110 cem Hisessig gelost und 
mit Chromsaurelosung (4,5 g CrO3 in 40 cem Essigsaure) vorsichtig 
oxydiert. Die ausgefallte Ketosiure wurde aus Essigséure umkrys- 
tallisiert. Schmelzpunkt 197-198°. Prismen. Ausbeute 7,5 g. 

5,411, 5,620 mg Subst.: 13,592, 14,182 mg COs, 4,177, 4,324 mg HO. 


C23sH 4207 Ber. © 68,53 H 8,63 
Gef. ,, 68,51, 68,58 ,, 8,64, 8,62. 


3. 3-Keto-7.12-dioxycholansaure. 

7,5 g Ketosdureacetat wurden in der 10-fachen Menge N-Kali- 
lauge gelést und 2 Stunden lang auf dem Wasserbade gekocht. 
Die so dureh Hydrolyse erhaltene freie Saure wurde nach Di- 
gerieren mit Ather-Petrolither aus verdiinntem Alkohol umkrystalli- 
siert. Prismen vom Schmelzpunkt 121-123°. Ausbeute 6 g. 
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5,001, 5,022 mg Subst.: 12,982, 13,029 mg COz, 4,209, 4,237 mg H:0. 
Co H2s05 Ber. C 70,88 H 9,42 
Gef, ;, 70,80, 70,75 ~,, 9,41, 9,44. 


Die partiell oxydierte Siure lasst sich durch weitere Oxydation 


mit Chromsiure glatt in Dehydrocholséure (Ep. 238-239°) ver- 
wandeln. 


Il. TreRVERSUCH MIT DER 3-KETO-7.12-DIOXYCHOLANSAURE. 


Im Sommer wurden 3-5 cem einer 1%igen Natriumsalzlosung 
der 3-Keto-7.12-dioxycholansiure 120 Kréten einen Tag um den 
andern subkutan verarbeicht. Die verwendete Gallensauremenge 
betrug insgesamt 22 ¢@ und der angesammelte Harn, der neutral 
reagierte und ein spezifisches Gewicht von 1005 zeigte, betrug 12,1 J. 
Der Harn wurde mit einem elektrischen Fohn vollstandig ver- 
dampft; es wurden so ca. 40 g trockene Masse erhalten. 

Diese wurde mit absolutem Alkohol erschépfend extrahiert. 
Der Alkoholextrakt (ca. 31) wurde auf 500cem eingeengt, mit 
der gleichen Menge Wasser verdiinnt und unter Anséuerung mit 
verdunnter Salzsaure mit Petrolather geschiittelt. Die Losung 
wurde nach dem Neutralisieren mit Sodaldsung im Vakuum von 
Alkohol befreit. Danach wurde sie mit verditinnter Salzsaure 
angesiuert und erschépfend ausgeathert. Der Atherauszug wurde 
auf ca. 400 cem eingeenet und mit 5%-iger Sodalésung ausgezogen, 
wobei in der Atherschicht keine nennenswerte Substanzmenge 
zaruckblieb. 

Der Sodaauszug wurde nach Befreiung von Ather mit Salz- 
saure ausgefallt. Die getrocknete Fallune betrug ca.2¢@. Sie 
wurde in Ammoniaklésung gelost, mit 10%-iger Bariumchlorid- 
losung versetzt, abfiltriert und mit Salzsiure ausgefallt. Das 
Verfahren wurde wiederholt, wodurch die in Wasser unldsliche 
Bariumfallung fast vollstandig entfernt wurde. Aus der Barium- 
fallung wurde leider kein Ergebnis gewonnen. 

Das von der Bariumfallung befreite Filtrat wurde mit Salz- 
saure ausgefallt und die so gereinigte Fallung konnte erst aus 
Essigester auskrystallisiert werden. Der Krystall schmolz aufang- 
lich unscharf bei 145° ; die Ausbeute betrug 0,28 ¢. Er wurde aus 
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Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Tetraeder vom Schmelzpunkt 
197-198°. Er zeigte mit reiner Cholséure keine Sehmelzpunkt- 


depression und ergab Myliussche und Hammarstensche Reak- 
tion. . 


Spezifische Drehung: 0,0474 g Subst. in 10 cem abs. Alkohol, 
1=2 dm, a=-+0,36°, [oa] = +37,81°. 
5,127, 5,033 mg Subst.: 13,234, 13,030 mg COs, 4,425, 4,376 mg HO. 
Cos 400s Ber. C 70,53 H 9,81 
Gef. ,, 70,40, 70,61 ,, 9,66, 9,73. 


Der Methylester der Saure wurde mit atherischer Diazomethan- 
losung hergestellt. Nadeln vom Schmelzpunkt 152°. Er zeigte mit 
reinem Cholsiureester keine Schmelzpunktdepression. 


5,098 mg Subst.: 13,531 mg COs, 4,573 mg H2O. 
C2sHw2Os Ber. C 72,59 H 9,48 
Geta, desis ss Dick. 


III. E1Nics BiotocgiscHr HIiGENSCHAFTEN DER CHOLSAURE UND 
DER 3-KeEtTOo-7.12-DIOXYCHOLANSAURE. 


1. Hémolytische Wirkung: 

Cholséure und 3-Keto-7.12-dioxycholansiure wurde je als 
Natriumsalz in 0,9%-iger Kochsalzlosung gelost und in einer Kon- 
zentration von 1/25-1/800 g/eem zum Versuch verwendet. Von 
diesen Losungen wurde je 2 ccm in kleine Reagensgliser gegeben 
und jedem Rohrehen 1cem der Blutkérperchensuspension (H. 
Wieland 1920) von Rind und Ziege zugefiihrt. Alle Rohrcehen 
wurden nach kraftigem Durchschiitteln eine Stunde lang im 
Brutschrank, dann tiber Nacht bei O°C gehalten; die Ablesung 
erfolgte erst am folgenden Morgen. Die Resultate sind in Tabelle I 


zusammengefasst. 
* 


2. Stalagmometrische Untersuchung: 

Die Oberfliichenaktivitét der 2 genannten Séuren wurde je als 
Natriumsalz in einer Konzentration von 1/25-1/400 g/ccem stalag- 
mometrisch bei 21-22° vergleichend untersucht. Die gefundenen 
Werte sind in der folgenden Tabelle II wiedergegeben. 
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TABELLE I. 


Konzentration 


1:37.5 | 1:75 | 1:150 | 1:300 | 1:600 |1:1200| Blut 
Gallensiure 


183 ++ aie SP oS Sie = R. 
Cholsaure 4 4b de fe ae ye Z. 
3-Keto-7.12-dioxy- ++ =f + = = — R. 
cholansdiure +t + ars = — = Z. 
++Vollstindig + Teilweise + Spurweise — Keine 
R= Rind. Z=Ziege. 
TABELLE II. 
Soe, Konzentration 
dL P25; 1:50 1:100 1:400 
Gallensiure Ree 
Cholsiure 148,4 148,0 146,5 142.7 
3-Keto-7.12-dioxycholansadure 137,6 BYES 135;2 123,5 
Dest. Wasser 100,0 100,0 100,0 100,0 


3. Lnpasefordernde Wirkung: 

Der Lipaseauszug wurde nach Kaziro u. Tsuji (1930) her- 
gestellt und unter 2-facher Verdiinnung mit Wasser zur Ver- 
wendung gebracht. Die Olemulsion wurde nach Kanitz (1905) 
hergestellt und das Digestionsgut aller Versuche mit 10 cem eines. 
Phosphatgemisches von pH=7,86 versetzt. 

Die Versuchsanordnungen sind in folgender Tabelle III wieder- 
gegeben. 


TABELLE ITI. 


a ee Nr. v. Kélbchen 

Versuchslés. es : - aes sis 
Puffer (ecm) 10 ¢ 10 10 10 
Lipasenlésung (ccm) 3 3 8 3 
Olemulsion (cem) 5 5 5 5 
Gallensiurelosung (ccm) 0 3 6 12 
Wasser (ccm) 12 9 6 0 
Toluol (cem) 0,5 0,5 0,5 0,5 
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Jedes dieser Digestionsgemische (I-IV) wurde in kleine Kolben 
eingegossen, gut geschiittelt und dann im Brutschrank bei 37—38° 
18 Stunden lang aufbewahrt. Die dabei gespaltene Fettsiure wurde 
mit V/10 Natronlauge unter Alkoholzusatz (5 cem) titrimetrisch, 
doppelt bestimmt (Phenolphtalein) und die dabei verbrauchte 
Alkalimenge in Tabelle IV zusammengestellt. 


TABELLE LY. 


— Konzentration 
Se 0% 0,04% 0,08% 0,16% 


Gallensiure eee 


oe 0,67 7,80 8,13 9,02 
Seueree ane 0,65 7,43 8,05 8,89 
3-Keto-7.12-dioxy- 0,81 0,90 1,00 1,30 

cholansaure 0,80 0,83 0.97 HAI) 
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UNTERSUCHUNGEN UBER DIE WIRKUNG DES 
MENSCHLICHEN TONSILLENEXTRAKTES AUF 
DIE BLUTZUCKERHERABSETZUNG. 


I. Uber die Wirkungen des Tonsillenextraktes von Menschen 
auf den Zuckerwert des Blutes sowie auf die 
Experimentelle Glykosurie. 


Von 


KAORU TOMINAGA. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Prifekturkrankenhauses zu Kobe, 


Leiter: Dr. M. Takeda.) 


(Eingegangen am 23. Februar 1938.) 


I. EINuerrune. 


In den vorigen Mitteilungen (1935) wurde bereits berichtet, 
dass der Kohlehydratstoffwechsel durch die Zufuhr von Tonsillen- 
extrakt des Menschen stark beeinflusst wird, indem die Zufuhr 
von Tonsillenstoff die Glykogenie der Leber betrachtlich ver- 
mindert. Diese Verminderung wird durch Atropin garnicht, durch 
das den Sympathicus reizende Gift dagegen mehr oder weniger 
stark beeinflusst, was damals damit erklart worden ist, dass Ton- 
sillen glykolytisch und die Glykogenie hemmend wirken, und dass 
diese Wirkung des Tonsillenstoffes mit der Funktion der sym- 
pathischen Nerven zusammenhangen sollte. 

Um das Wesen der Tonsillenwirkung genau zu erkennen, wurde 
in der vorliegenden Abhandlung der Hinfluss dieses Stoffes erst auf 
den niichternen gesamten und wahren Zuckerwert des Blutes, dann 
auf die durch Zufuhr von Glukose erzeugte experimentelle Hyper- 
elykamie und Glykosurie untersucht. 

Es ist durch die Untersuchungen von Somogyi (1927), 
Nakamura-Oyama (1928), Somogyi (1930) und Doi (19382) 
durchaus bekannt, dass im Blut ausser Glukose andere reduzierende 
Substanzen vorhanden sind. Somit ist es wichtig festzustellen, ob 
der Wirkstoff des Tonsillenextraktes entweder die beiden wahren 
Zucker und Restzucker oder den einzelnen allein beeinflussen kann. 
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II. VERSUCHSANORDNUNGEN. 


Zum Versuch wurden gut ausgewachsene kraftige mannliche 
Kaninchen verwendet. Zuerst wurden morgens den Kaninchen 3, 
5 und 7 cem eines Tonsillenextraktes pro kg intravenés verarbreicht. 
und vor und nach seiner Zufuhr der Blutzuckergehalt stiindlich 
nach Hagedorn u. Jensen bestimmt, um die optimale Wirkungs- 
dosis des Tonsillenstoffes zu erkennen. Die Resultate sind in den 
Tabellen I-III zusammengefasst. 


TABELLE I. 

Kaninchen Blutzucker 
Datum B i Nach Stunden Bemerkung 

Nr. Bus oo 

Me Vor oa 1 2 3 4 5 6 

21/VII | 1 | 2,30 |0,105] 0,090] 0,070] 0,131) 0,108) 0,108} 0,103] 0.105 
23/ » 2 | 2,70 | 0,115] 0,088} 0,101) 0,101] 0,092) 0,092] 0,106) 0,108), 
25/ » 3 | 2,20 | 0,090) 0,085] 0,085] 0,076] 0,087] 0,090] 0,097] 0,096 oe 
26/ » 4 | 2,00 | 0,092| 0,088) 0,096} 0,097| 0,081) 0,083) 0,096) 0,096, 5 ee 
28/ » 5 | 2,06 | 0,101] 0,088) 0,094] 0,094) 0,096] 0,097] 0,099] 0,104 Sania 
29/ » 6 | 1,80 | 0,112] 0,097] 0,101] 0,103] 0,101) 0,115] 0,117| 0,110) P70 <8 
30/ » 7 | 1,84 | 0,104] 0,086] 0,095] 0,095) 0,095] 0,100] 0,102] 0,106) Mt™@venos 
1/VIII| 8 | 1,95 | 0,118} 0,093) 0,086] 0,088} 0,095] 0,104] 0,104! 0,106 
Q/ » 9 | 1,90 | 0,092] 0,079] 0,081] 0,087] 0,088! 0,085] 0,090] 0,094 
3/ » | 10] 2,05 | 0,112 0,089] 0,092] 0,098) 0,096] 0,103] 0,108) 0.112 
Durchsehnittswert | 0,104] 0,088] 0,090] 0,097] 0,093] 0,098] 0,102] 0,103 


TABELLE II. 


Kaninchen Blutzucker 


Ae =) 
Datum Sees Nach Stunden Bemerkung 
& 


Z 


ae 
3 ES 
cae Vor 


WIR 


1 2 3 4 is) 6 


7/VIII 


” 


8/ ” 


” 


0,108) 0,067) 0,072] 0,081} 0,083! 0,092) 0.094) 0,096) _ 
0,113) 0,070] 0,084] 0,082/ 0,100] 0,108) 0,113] 0.115; 2Ce™ 
0,113] 0,082] 0,086! 0,091) 0,093) 0,100] 0,102! 0,109| Lonsil- 
0,117) 0,079 0,084] 0,091] 0,095] 0,104] 0,113] 0,117) lenextr. 
0,091) 0,068| 0,072] 0,072! 0,093) 0,075) 0,079| 0,084) Proks 
0,108} 0,075) 0,088] 0,091] 0,095] 0,099] 0,100] 0,100] ttravends 
0,113] 0,081] 0,084] 0,088] 0,097] 0,088) 0,099] 0.104 


»” 


9/ ” 


+» 


NO oP wlH 
Kes Ot eS) 


Durchschnittswert | 0,109] 0,074| 0,081) 0,085] 0,090) 0,095] 0,100 0,103 
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TABELLE IIT. 


Kaninchen Blutzucker 
Datum & a 7x Nach Stunden Bemerkung 
Nr.| EE 2 
Me | Vor] & 1 2 SpA Pele a 
7/IX | 1 | 2,00 | 0,107] 0,081) 0,092) 0,087| 0,108] 0,112/ 0,114] 0,116 
12/ » | 2 | 1,85 | 0,113) 0,088) 0,097) 0,100| 0,106] 0,109} 0.111] 0,111 
16/ » | 3 | 1,90 | 0,095) 0,059] 0,083) 0,095] 0,104] 0,104 0.106] 0,113 Rea 
21/ » | 4 | 2,10 |0,117| 0,095) 0,100] 0,100] 0,100] 0,100] 0,109] 0,109] lenextr. 
24/ » | 5 | 2,10 | 0,108! 0,073! 0,087] 0,100] 0,102! 0,102] 0,103] 0,103| PX ke 
intrayvenos 
1/X | 6 | 2,00 | 0,117] 0,086) 0,088] 0,093] 0.102] 0,108] 0,108] 0,111 
2/» 7 | 2,10 | 0,108) 0,092 0,084) 0,083] 0,083] 0,102) 0,101] 0,101 
Durchschnittswert | 0,108) 0,083) 0,091) 0,094! 0,100! 0,105] 0,107] 0,109 


Im zweiten Fall wurden den Kaninchen morgens 5 ccm eines 
Tonsillenextraktes pro kg intravendés injiziert und vor und nach der 
Zufuhr der gesamte Reduktionswert (G—R) sowie der wahre Zucker- 
gehalt (W-Z) nach Doi (1932) stiindlich bestimmt. Als Rest- 
reduktionswert (R-R) wurde ein Wert bestimmt, der durch Sub-’ 
traktion des wahren Zuckergehaltes von dem Gesamtreduktionswert 
entstand. Die Resultate sind in den folgenden Tabellen IV und V 


zusammengefasst. 


TABELLE IV. 
5 ecem Tonsillenextrakt pro kg intravenos. 


Zuck Reduktionswert nach Stunden 
Datum | gewicht| “UC *°"” | Bemerkun* 


Gre a vor eon ee Nas 


G.-R. | 0,142} 0,142] 0,096] 0,124] 0,124} 0,136 
20/VII 2,12 R.-R. | 0,026] 0,031] 0,024] 0,026] 0,024) 0,026 
W.-Z. | 0,116] 0,111] 0,072} 0,098} 0,100} 0,110 


23/VI1 1,98 RR. | 0,026] 0,024] 0,020] 0,030) 0,021) 0,022 
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G.-R. | 0,148] 0,118) 0,127] 0,128] 0,121) 0,124 
25/VII 1599. RR. | 0,025 | 0,028} 0,038] 0,044} 0,029} 0,020 
W.-Z. | 0,123} 0,090} 0,079} 0,084] 0,092 | 0,104 


R. | 0,143} 0,136] 0,120] 0,123 | 0,123] 0,133 
—R. | 0,030} 0,027} 0,030) 0,027] 0,022} 0,022 
W.-Z. | 0,113} 0,109} 0,090] 0,096] 0,101] 0,111 


30/VIL 1,50 


TABELLE V. 


5 ecem Tonsillenextrakt pro kg intravends. 


Korper- Pras Reduktionswert nach Stunden 
Datum | gewicht skeet Bemerkung 
(ke) ‘ Vor) 30 1 2 3 4 


G.-R. | 0,136] 0,134] 0,126} 0,117 | 0,132 | 0,134 
20/VII 1,80 R.—-R. | 0,028] 0,027] 0,030) 0,033] 0,031) 0,026 
W.-Z. | 0,103} 0,107} 0,096} 0,084) 0,101] 0,108 


G.-R. | 0,144] 0,129] 0,121] 0,123) 0,123) 0,135 
24/VI1 1,94 R.-R. | 0,043} 0,037} 0,043] 0,034] 0,034] 0,028 
W.-Z. | 0,101] 0,091] 0,078 | 0,089] 0,089 | 0,107 


G.-R. | 0,146] 0,137) 0,128] 0,114) 0,116] 0,136 
29/VI1 2,30 R.-R. | 0,028) 0,032) 0,035 | 0,024 | 0,023] 0,028 
W.-Z. | 0,118} 0,105} 0,093 | 0,090] 0,093] 0,108 


G.-R. | 0,139] 0,120] 0,107] 0,103 | 0,126] 0,128 
31/VII 1,50 R.-R. | 0,036] 0,025 | 0,025] 0,033 | 0,030] 0,023 
W.-Z. | 0,103 | 0,095} 0,082] 0,070) 0,096 | 0,105 


Im dritten Fall wurden den Kaninchen morgens entweder 
3 ccm einer 50% igen Glukoselésung pro kg allein oder ausser dieser 
gleichzeitig 5 cem eines Tonsillenextraktes pro kg beide intravenés 
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verabreicht. 


Vor und nach der Zufuhr dieser Stoffe wurde eben- 


falls der Zuckergehalt des Blutes stiindlich nach Hagedorn und 


Jensen bestimmt. 


Resultate. 
Im letzten Fall wurden erwachsene kriftige minnliche Kanin- 


Die Tabellen 


TABELLE VI. 


VI und VII erfassen diese 


| 
Kaninchen| Blutzucker 
Datum ea oe Nach Stunden Bemerkung 
Nr. ae ee 
22 5S] Vor = ‘ ~ 
|3 2 Vor % i 2 3 4 5 6 
10/VIII|} 1 | 2,30 | 0,072) 0,269) 0,158] 0,085) 0,074] 0,071] 0,071) 0,071 
” 2 | 2,06 | 0.107| 0,289} 0,208] 0,112] 0,108] 0,108) 0,108) 0,090 
» | 3 | 2,00 |0,099| 0,312] 0,164) 0,141/ 0,134] 0,104] 0.102| 0,097; 3,°¢™ 59% 
Glukoselos. 
TE 332 4 1,95 | 0,122) 0,306) 0,164) 0,138) 0,131) 0,129] 0,111] 0,106) pro kg 
» | 5 | 2,00 | 0,111) 0,323) 0,202] 0,134] 0,115] 0,110] 0,108] 0,104) Atravends. 
Re 6 2,30 | 0,102) 0,308) 0,185) 0,180| 0,087) 0,084) 0,088] 0,089 
” 7 | 1,90 | 0,091) 0,299) 0,219} 0,206] 0,096] 0,084! 0.080} 0,098 
Durchschnittswert | 0,100) 0,300) 0,180) 0,133] 0,106] 0,098) 0,095} 0,093 
TABELLE VII. 
Kaninehen Blutzucker 
Datum ee Nach Stunden Bemerkung 
Nr. aes oe = 
we Vor) 4a | i 2 8. 4 Shae 16 
12/VIII| 1 | 2,00 | 0,111) 0,316] 0,142) 0,103) 0,093) 0,100) 0,106) 0,115 
13/ » 2) 1,90 | 0,117} 0,341) 0,141) 0,115) 0,095) 0,098) 0,102) 0,113 3 ccm 50% 
% 3 1,98 | 0,099] 0,325) 0,123} 0,117) 0,108] 0.104) 0,104) 0,095} Glukoselos. 
3 ‘ u. 5 cem 
es 4 2,04 | 0,080) 0,318] 0,135) 0,074) 0,090) 0,083) 0,083) 0,078 Mannion 
14/ » 5 | 1,83 | 0,081] 0,313] 0,143) 0,116) 0,087] 0,085) 0,081] 0,078 extr. pro kg 
= 6 | 1,85 |0,085| 0,326] 0,148] 0,078] 0,076| 0,076] 0,072} 0,083 aKa veues: 
15/ » 7 | 2,00 | 0,104] 0,295] 0,124) 0,086] 0,069) 0,075) 0,075) 0,091 
Durchschnittswert | 0,096] 0,319] 0,136] 0,098) 0,088) 0,088) 0,089) 0,092 
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chen zum Versuch verwendet, die wenigstens 2 Wochen lang mit 
der folgenden Nahrung gefiittert worden waren: 130g Okara aus 
Sojabohnen und 50g Gemiise pro Tag. 

Der Versuch wurde in 3 Perioden, naémlich die Vor-, Nach-, 
und Versuchsperiode eingeteilt und an jedem Versuchstag wurden 
morgens um 8 Uhr nach der Katheterisierung des Harns den 
Kaninchen 50 cem Wasser mittels der Schlundsonde verabreicht. 
30 Minuten danach wurden den Kaninchen in der Vor und Nach- 
periode 3 cem einer 50%igen Glukoselésung pro kg intravenos ver- 
abreicht, aber in der Versuchsperiode ausser Zuckerlosung 5 cem 
einer Tonsillenextraktlosung pro Tier intravenos verabreicht und 
der Harn 6 Stunden lang durch Katheterisierung gesammelt. Die 
Reaktion dieses Harns gegen Lakmus sowie sein spezifisches Gewicht 
wurden in tiblicher Weise und seinen Zuckergehalt nach Pavy- 
Kumagawa-Sutoscher Methode festgestellt. Der Zuckergehalt 
im Harn aller Perioden wurde verglichen, um den Hinfluss des 
Tonsillenextraktes auf die Glykosurie zu priifen. 

Der Tonsillenextrakt wurde aus exstirpierten Tonsillen des 
Menschen bereitet, genau wie es in der vorigen Mitteilung angegeben 
wurde. Die Resultate sind in den folgenden Tabellen VIII, IX u. 
X zusammengefasst. 


TABELLE VIII. 


Versuch 1. 
Korper-| Harn- cee Zucker 
Datum | gewicht |menge| Reaktion ee ae Bemerkung 
(kg) |(cem) i) Ee lgeve 
31/1 2,04 36 | neutral | 1016 | 0,0818) 0,2273 
ym | 2,04 | 20 | » | 1017 |0,12001 0,6000 scene SECS 
2/» 2,04 118 ” 1013 | 0,2776) 0,2353 
3/ » 1,90 42 ie 1006 | — an 3 com 50% Glukoselés. 
pro kg u. 5 eem Ton- 
4/» 1,92 78 ” 1023 | — — sillenextr. pro Tier 
5/ » 1,90 67 ” 1012 | 0,2315) 0,3462 
6/» | 1,90 | 50 » | 1014 | 0,2000| 0,4.000 Ser ampek Glukoselos. 
7/» 1,95 43 ” 1009 | 0,1536) 0,3571 
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Versuch 2. 
31/1 2,10 35 | neutral | 1017 | 0.0999} 0,2857 
- n 
1m | 2,08 | 62 » — | 1010 | 0,2214] 0,3571 eanerek Glukoselés. 
2/ » 2,14 100 ” 1008 | 0,2128) 0,2128 
3/» 2,09 58 & 1009 | 0,0915) 0,1613 3 ecm 50% Glukoselos. 
pro kg 
4/» 2,10 Tsy/ ” 1011 | — — pro kg u. 5 eem pro 
5/» | 2,04 | 28 » — | 1014 | 0,0848) 0,3030| ) Tet Tonsillenextr. 
6/» | 210 | 86 » — | 1006 | 0,1484] 0,1724 eae! Glukosel6s. 
T/» 2,07 89 ” 1003 | 0,2405} 0,2703 
TABELLE IX. 
Versuch 3. 
Korper-| Harn- nar Zucker 
Datum | gewicht |menge| Reaktion 26 is Sa Bemerkung 
(kg) |(eem) “lh ze: Jo 
8/II 2,06 104 | neutral | 1010 | 0,1857) 0,1786 none ‘ 
- iS 3 com 50% Glukoselos. 
9/» 2,05 105 ” 1010 | 0,2019) 0,1923 intravenés. pro kg 
10/ » 2,10 100 ” 1007 | 0,1205} 0,1205 ae : 
ay 3 com 50% Glukoselos. 
11/» 2,10 53 ” A is te hore kg u. 5 eem Ton- 
12/ » 2,15 62 ” 1003s) — | sillenextr. pro Tier 
13/ | 2,15 | 107 » | 1018 | 0,2218| 0,2073 ; 

‘ 3 50 lukoselos. 
14s» | 204 | 74 » | L015 | 0,3863) 0,545] 5° °° 7% Glukoselos 
15/» 2,20 95 ” 1014 | 0,2969| 0,3125 

Versuch 4. 
8/II 2,00 70 sauer | 1011 | 0,1750} 0,2500 ieee 
ms 3 eem 50% Glukoselos. 
9/» | 1,90 | 50 » 1008 | 0,1111} 0,222) ono ve 3 com 50% 
10/ » 1,98 79 neutral | 1004 | 0,2394| 0,3031 ee ' 
= ukoselés. pro kg u. 
11/» 2,05 53 1008 | 0,1000 0,1887/ | 5 oom Tonsillenextr. 
12/» 1,88 60 ” UO — pro Tier. 
13/ » 1,86 60 ” 1010 | 0,1283} 0,2138 5 
3 ccm 50% Glukoselos. 
14/» | 1,88 | 62 » — | 1006 | 0,1082} 0,1887] $3 cen 907% 
15/ » 1,85 53 ” 1012 | 0,0898] 0,1695 
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TABELLE X. 
Versuch 5. 
Harn d. 6 Stunden nach Injektion 
Korper- 
Datum | gewiche R Zucker Bemerkungen 
(kg) Menge) Reaktion| Pe 5 
cem Gew. at % 
5/ITX 2,20 79 neutral | 1009 | 0,4155| 0,526 
6/ » 2,10 51 sauer » 10,3513) 0,689) ,, Z a 
T/» 2,10 | 68,5] neutral 0,3477| 0,507), 2 ccm p07 Glukoselos. 
pro kg Intravenos. 
0,3715) 0,574 
8/ » 2,10 78 ” 1008 | 0,1006| 0,129] 3 cem 50% Glukoseloés. 
9/ » 2,10 95 ” 0,0438] 0,046] pro kg Intravenos. 
mit 5 ccm Tonsillenextr. 
0,0722) 0,087| pro Tier Intravelos. 
10/ » 2,10 53 ” 1009 | 0,1860} 0,351 
11/ » 2,02 59 sauer 1008 | 0,2619) 0,444 | | = a 
12/ » 2,00 | 85 | neutral 0.2115] 0,248| 3 ccm 50% Glukoselés. 
pro kg Intravenos. 
0,2198} 0,344 
TABELLE X. 
Versuch 6. 
Harn d. 6 Stunde nach Injektion 
Korper- 
Datum | gewicht Zucker Bemerkungen 
(kg) Hea Reaktion ae 
: g. Yo 
5/IX 1,80 92 neutral | 1,008 | 0,3339) 0,363 
6/ » ” 58 sauer 1,007 | 0,2969) 0,512 e % 
T/ » F 71 | neutral 0,2049| 0,288 | 3 ccm 50% Glukoselos, 
3 pro kg intravenos. 
0,2785| 0,387 
8/ » 1,78 52 ” 1007 |0,0592) 0,114] 3 eem 50% Glukoselés. 
9/» ” 84 ” 0,0414) 0,049 | pro kg Intravenés. 
mit 5 ccm Tonsillenextr. 
0,0503} 0,081} pro Tier intravendés. 
10/ » 1,78 40 » 1010 | 0,1736] 0,434 
11/ » 1,80 80 sauer 1007 |0,8072) 0,384) , i 
12/ » 1,78 | 75 | neutral 0,2167| 0,288 | ° ccm 50% Glukoselos. 
pro kg intravenos. 
0,2325) 0,368 
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III. ERGeEsnisse. 


1. Einfluss von verschiedener Menge von Tonsillenextrakt 
auf den niichternen Zuckerwert des Blutes. 


Aus den Tabellen I-III lasst sich ersehen, dass bei Zufuhr von 
3, 5 und 7 cem des Tonsillenextraktes der niichterne Blutzucker- 
gehalt schon direkt nach der Injektion abnimmt und nach 30 
Minuten sein Maximum erreicht, um dann wieder allmablich 
anzusteigen. Durch Zufuhr von Tonsillenstoff wird er also im 
Vergleich zu dem vor der Zufuhr durchschnittlich bei 3cem um 
15,3%, bei 5 cem um 32,1% und bei 7,0 cem um 23,1% herabgesetzt. 
Die Zufuhr von 5cem Tonsillenextrakt wirkt am starksten hypo- 
glykamisch. 

Wenn aber eine grossere Menge, namlich 10cem Tonsillen- 
extrakt, den Kaninchen injiziert wird, so wird der niichterne 
Blutzuckergehalt allmahlich gesteigert und erreicht nach 2 Stunden 
sein Maximum, um dann wieder allmahlich zum Anfangswert 
zuruckzukehren. 

Die Hypereglykamie diirfte hochstwahrscheinlich einer wohl im 
Extrakt vorhandenen toxischen Substanz zugeschrieben werden, die 
weiter genau erforscht werden muss. Der Tonsillenextrakt wirkt 
also auf den niichternen Zuckerwert des Blutes herabsetzend. 


2. Einfluss des Tonsillenextraktes auf den niichternen 
wahren Zuckerwert des Blutes. 


Wenn man den Reduktionswert des Blutes in allen Fraktionen 
eine Stunde nach der Zufuhr von 5cem Tonsillenextrakt mit dem 
vor seiner Zufuhr vergleicht, so sieht man aus den Tabellen IV und 
V, dass der wahre Zuckergehalt dadurch durehschnittlich um 
13,4-31,9% herabgesetzt wird. Diese Herabsetzung erreicht nach 
einer Stunde nach der Zufuhr ihr Maximum, um nach und nach 
wieder zum Anfangswert zurtickzukehren, wogegen der Rest- 
reduktionswert in den meisten Fallen unbeeinflusst gefunden wird. 
Die Zufuhr von Tonsillenextrakt setzt also den wahren Zuckerwert 
im Blut, nicht aber den Restreduktionswert herab. 
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3. Einfluss des Tonsillenextraktes auf die experimentelle 
Hyperglykame. 


Diesmal wurde den Kaninchen die Traubenzuckerlésung allein 
oder der Tonsillenextrakt mit Traubenzuckerlésung beide intra- 
venos verabreicht. 

Aus den Tabellen VI und VII geht hervor, dass der Zucker- 
gehalt des Blutes durch Zufuhr von Glukose allen schon nach 
30 Minuten plotzlich maximal erhoht und nach einer Stunde 
plotzlich wieder herabgesetzt wird, um weiter allmahlich zum 
Anfangswert zurtickzukehren. Bei Zufuhr von Tonsillenextrakt 
mit Glukoselodsung bleibt die Hyperglykamie nach 30 Minuten fast 
unverandert, wahrend sie nach einer Stunde weiter durch Ton- 
sillenextrakt herabgesetzt wird, um nach 6 Stunden zu dem Wert 
vor den Zuckerzufuhr zuriickzukehren. 

Die Zufuhr von Tonsillenextrakt setzt nicht nur den niich- 
ternen Blutzuckergehalt, sondern auch die durch Zufuhr von 
Glukose erzeugte Hyperglykamie herab. 


4. Der Hinfluss von Tonsillenextrakt auf die experimentelle 
Glykosurie. 


Wie aus den Tabellen VIII—X ersichtlich ist, betragt der 
Zuckergehalt des Harns in 6 Stunden prozentual in der Vorperiode 
durechschnittlich 0,164-0,574%, dann in der Nachperiode durch- 
schnittheh 0,191-0,368% und der absoluten Menge nach in der 
Vorperiode durchschnittlich 0,160—-0,372 g sowie in der Nachperiode 
durehschnittlich 0,109-0,285 g, waihrend in der Versuchsperiode 
der eingeftthrte Zucker durch Zufuhr von Tonsillenextrakt garnicht 
oder im Vergleich mit dem der Kontrollperioden sowohl der 
absoluten Menge nach als auch prozentual viel weniger aus- 
geschieden wird: in 2 Fallen wurde keine Zuckerausscheidung 
beobachtet. 

Der Tonsillenextrakt setzt die Glykogenbildung der Leber aus 
Glukose herab, was bereits in der ersten Mitteilung erwahnt wurde, 
und ebenso die durch Zufuhr von Glukose erzeugte experimentelle 
Glykamie sowie die Glykosurie. 
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Der eingefiihrte Zucker wird also durch den Tonsillenextrakt 
im Organismus gut verwertet und der Tonsillenextrakt wirkt also 
ahnlich dem Insulin, wobei die Frage noch weiter verfolet werden 
muss, welchem Mechanismus die Wirkung des Tonsillenstoffes. 
zugeschrieben werden kénne. 


IV. ZuUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Zufuhr von Tonsillenextrakt des Menschen wirkt nicht 
nur auf den niichternen Zuckerwert des Blutes von Kaninchen, 
sondern auch auf die durch Zufuhr von Glukose erzeugte experi- 
mentelle Hyperglykamie herabsetzend. 

2. Die Herabsetzung des niichternen Zuckerwertes im Blut 
bei Zufuhr von Tonsillenextrakt beruht auf der Verminderung des 
wahren Zuckers im Blut. 

3. Die experimentelle durch intravenose Zufuhr von Glukose 
erzeugte Glykosurie wird durch Zufuhr von Tonsillenextrakt 
herabgesetzt. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER DIE WIRKUNG DES 
MENSCHLICHEN TONSILLENEXTRAKTES 
AUF DIE BLUTZUCKERHERABSETZUNG. 


II. Uber die Wirkungen von Tonsillenextrakt des Menschen 
auf den Blutzuckerwert unter Einfluss von vegetativen 
Nervengiften und Hormonen. 


Von 


KAORU TOMINAGA. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Prifekturkrankenhauses zu Kobe, 
Leiter: Dr. M. Takeda.) 


(Eingegangen am 23. Februar 1938.) 


I. EINuerruna. 


Es wurde bereits erwahnt, dass die Zufuhr von Tonsillenextrakt 
des Menschen die Zuckertoleranz des Kaninchenorganismus_be- 
trachtlch steigert, indem dadurech nicht nur der niichterne wahre 
Zuckergehalt des Blutes, sondern auch die experimentelle Hyper- 
glykaémie und Glykosurie herabgesetzt wird. 

Der Zuckerstoffwechsel ist bekanntlich durch das inneresekreto- 
rische Hormon stark beeinflusst, dessen Sekretion von der Funktion 
des vegetativen Nervensystems stark abhingig ist. Somit muss 
hierbei die Beziehung der hypoglykamischen Wirkung des Ton- 
sillenextraktes des Menschen zu den Wirkungen des Hormons und 
zu den Funktionen des vegetativen Nervensystems beriicksichtigt 
werden, um das Wesen der Wirkung des Tonsillenextraktes klarzu- 
stellen. In diesem Sinne habe ich den Einfluss des Tonsillen- 
extraktes des Menschen auf den niichternen Blutzuckerwert sowie 
auf die experimentelle Hyperglykamie unter HEinwirkung von 
Insulin, Atropin, Pilokarpin, Adrenalin und Ergotamin untersucht. 

Es ist durchaus bekannt, dass das Adrenalin unter Mobili- 
sierung des Glykogens in Organen und Geweben Hyperglykamie, 
und dass das Insulin unter vermehrter Zuckerverbrennung im 
Organismus Hypoglykimie verursachen kann. 

Das Ergotamin wirkt bekanntlich auf die Endigung der sym- 
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pathischen Nerven lahmend und gegen das Adrenalin antagonis- 
tisch. Auch ist es bekannt, dass das Pilokarpin auf den Vagus 
reizend, das Atropin dagegen lahmend einwirkt, welche beide auf 
den Vagus gegeneinander antagonistisch wirken. 

Was den Einfluss des vegetativen Nervengiftes auf den Blut- 
zuckergehalt anbetrifft, so wird nach Mieculicich (1912) u. 
Laurin (1917) die Adrenalinhypereglykamie durch Ergotamin bei 
seiner rechtzeitigen Zufuhr unterdriickt und nach Hetenyi u. 
Pogany (1928) Pollak (1927) sowie Grunke (1926) die alimen- 
tire Hyperglykiémie dadurch herabgesetzt. Der Mechanismus ist. 
je nach den Autoren verschieden erklirt worden. Es ist jedoch 
heute allgemein anerkannt, dass das Ausbleiben der alimentaren 
Hyperglykamie durch Ergotamin der Ausschaltung der sym- 
pathischen Nervenendigung zugeschrieben werden kann, wodurch 
die Glykogenmobilisation gehemmt wird. 

Dieses soll nach Burn (1923) und Moretti (1928) auf der 
Vermehrung der Insulinsekretion oder nach Grunke (1926), 
Pollak (1927), Ernst u. Karady (1932) auf der Steigerung der 
Assimilationsfahigkeit der Leber fiir Zucker beruhen. 

Wie bereits erwahnt wurde, wirkt der Tonsillenextrakt auf 
alimentaire Hyperglykamie herabsetzend. Er unterdriickt sogar die 
Adrenalinhyperglykaémie, und zwar in geringerem Grade, woriiber 
weiter unten ausftithrlich berichtet wird. Diese Wirkung des Ton- 
sillenextraktes erinnert an die des Ergotamins. 

Die Angaben tiber den Hinfiuss des Ergotamins auf den niich- 
ternen Blutzuckerwert sind je nach den Autoren ganz verschieden : 
Nach Lesser u. Zipf (1923), Seidel (1927) und Moretti (1928) 
wird der nitichterne Blutzuckerwert durch Ergotamin her- 
abgesetzt, dagegen aber nach Farber (1926) deutlich gesteigert, 
wahrend er nach Rothlin (1925) garnicht beeinflusst wird. 

Somit habe ich den Hinfluss des Ergotamins und des Tonsillen- 
extraktes auf den niichternen Blutzuckerwert vergleichend unter- 
sucht, um die Beziehung der Tonsillenwirkung zur sympathischen 
Nervenfunktion zu ermitteln. 

Wenn der Tonsillenextrakt die Zuckertoleranz im Organismus 
steigern konnte und seine Wirkung mit der Funktion der vege- 


Wirkung von Tonsillenextrakt auf den Blutzuckerwert.—II, 447 


tativen Nerven verkniipft sein sollte, wie bereits erwihnt wurde, so 
muss hierbei beriicksichtigt werden, ob das Wesen der Tonsillen- 
wirkung durch die Lahmung der sympathischen Nervenenden oder 
durch den Reiz der vagischen Nerven, durch die gesteigerte 
Assimilationsfahigkeit der Leber fiir Zucker oder den gesteigerten 
Insulineffekt bedingt sein kinnte. Um dieses Verhiltnis festzulegen 
habe ich erst in vorliegendem Versuch den Einfluss des Atropins 
und Pilokarpins auf den niichternen Blutzuckerwert sowie auf die 
alimentire Hyperglykiémie mit dem des Tonsillenextraktes ver- 
gleichend untersucht. Betreffs der Wirkung des Atropins und 
Pilokarpins auf den Blutzuckerwert finden sich viele Angaben vor, 
wie von Macleod (1908), Saito (1921), Kinoshita (1926), 
Komuro (1927) und Taku (1928). Sie stimmen jedoch darin 
uberein, dass die Zufuhr von einer grésseren Menge von Atropin 
Hypereglykaémie veranlasst, aber die von einer kleineren keinen 
Einfiuss auf den nitichternen Blutzuckerwert austibt. Was die 
Zufuhr von Pilokarpin anbetrifft, so meinen viele Autoren, wie z.B. 
Taku (1928), dass das Pilokarpin im allgemeinen auf den Blut- 
zuckerwert steigernd wirkt. 


Il. VERSUCHSANORDNUNGEN. 


Zum Versuch wurden gut ausgewachsene kraftige mannlche 
Kaninchen verwendet. Zuerst wurden den Kaninchen morgens 
entweder eine 2/3 Einheit von Insulin pro kg subkutan oder aus- 
serdem 5 ccm des Tonsillenextraktes pro kg intravenos gleichzeitig 
verabreicht. Der anderen Gruppe wurde nach einer halben Stunde 
nach intravenoser Zufuhr von 3 cem einer 50%igen Glukoselosung 
dieselbe Menge von Tonsillenextrakt und Insulin in gleicher Weise 
hintereinander gegeben. Die Resultate des Blutzuckerwertes sind 
in den Tabellen I-III zusammengefasst. Beim zweiten Versuch 
wurde den Kaninchen morgens 0,1 cem einer 0,1%igen Atropin- 
sulfatlésung oder 0,lcem einer 1%igen Pilokarpinhydrochlorid- 
léisung pro ke subkutan und den anderen ausserdem nach 30 
Minuten noch 5ecm eines Tonsillenextraktes pro kg intravenos 
injiziert. Andererseits wurde den Kaninchen eine halbe Stunde 
nach intravenéser Zufuhr von 3 cem einer 50%igen Glukoselosung 
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pro kg dieselbe Menge einer Atropin- oder Pilokarpinlodsung sub- 
kutan, oder ausser diesen Lésungen noch 5cem eines Tonsillen- 
extraktes pro kg intravenés verabreicht. Vor und nach der Zufuhr 
von diesen Lisungen wurde bei beiden Versuchen der Blutzucker- 
wert nach Stunden nach Hagedorn-Jensen bestimmt. Diese 
Resultate sind in den Tabellen IV—V zusammengestellt. 


TABELLE I. 
Kaninechen Blutzucker 
Datum ori Nach Stunden Bemerkung. * 
Nr, BE 4 
MMB | Vor| 2 il 2 3 4 ii 6 


18/VIII| 1 | 2,10 | 0,075) 0,048} 0,045] 0,043) 0,052) 0,061! 0,079) 0,082 
» | 2 | 4,30 | 0,098] 0,084] 0,069] 0,059] 0,042} 0,051) 0,075] 0,077 

19/ » | 3 | 2,10 |0,091/ 0,083] 0,071] 0,065] 0,071] 0,980] 0,107) 0,109 Fe are 

» | 4 | 1,96 |0,103| 0,062] 0,056) 0,055] 0,060 0,085] 0,094] 0,098] pro kg 

20/ » 2,12 | 0,105] 0,080) 0,060| 0,056] 0,069! 0,087] 0,107] 0,109 Subkutan 

2,02 | 0,104] 0,079] 0,056| 0,052! 0,068) 0,072/ 0,090/ 0,103 

2,18 | 0,099] 0,081| 0,070] 0,059] 0,079] 0,090! 0,095) 0,101 


ND 


Durchsehnittswert | 0,096] 0,074| 0,061] 0,055] 0,063) 0,075] 0,092) 0,097 


TABELLE II. 


Kaninchen Blutzucker 
Datum 36 Nach Stunden Bemerkung. 
Nr. BES 
Ms | Vor] 2 ill 2 S 4 5 6 
15/ Vi Wl 1,85 | 0,108] 0,050] 0.090} 0,037) 0,030| 0,041| 0,054| 0,072 


i" 9 1,90 | 0,097] 0,043) 0,091] 0,020 Hypoglykamischer 5 com Ton- 
Krampf sillenextr. 
3 | 1,70 | 0,097| 0,039] 0,066] 0,039] 0,075) 0,090] 0,091) 0,118) Pro ks | 

fc y : intravenos. 

” 4 1,70 | 0,099] 0,052) 0,045] 0,025) 0,027] 0,055] 0,066] 0,070! u. 2/38 


17/ » 5 | 2,10 | 0,118) 0,068) 0,075] 0,043] 0,037| 0,052] 0,072! 0,093 Leh 
i : pro kg 
» 6 | 1,90 | 0,113] 0,053] 0,051] 0,044 0,037) 0,046] 0,051! 0,084] subkutan 
9 7 | 2,10 | 0,098) 0,038) 0,039] 0,048] 0,057| 0,084] 0,093] 0,095 


Durchschnittswert | 0,104 0,049] 0,065] 0,036 0,043) 0,061 0,071) 0,088 
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TABELLE III. 


Kaninechen Blutzucker 
Datum = | Nach Stunden Bemerkung. 
Nr. |.2 5 4 
4 se | Vor| & 1 2 3 4 5 6 
21/VIII} 1 | 1,80 | 0,108 0,281] 0,170) 0,079] 0,054! 0,085 0,104/ 0,106 
” 2 | 1,90 | 0,108) 0,279) 0,170] 0,085] 0,06 0| 0,072] 0,105] 0,108] 3 cem 50% 
22/ » 3 | 1,88 | 0,110) 0,318) 0,180) 0,054! 0,058) 9,069| 0,088] 0,101 ea 
u. 5 cem 
” 4 | 1,80 | 0,106) 0,289) 0,179] 0,061) 0,054] 0,079) 0,105] 0,106] Tonsilen- 
23/ » 5 | 2,02 | 0,102) 0,286) 0,116] 0,069] 0,060] 0,085] 0,103/ 0,109] xtr. pro kg 
H SE Sack ele 
; ° 9 ypoglykimischer u. 2/3 EB 
? 6 | 2,20 | 0,091) 0,280) 0,096 Krampf (0,021%) eae 
24/ » 7 | 2,00 | 0,093] 0,284! 0,112} 0,049] 0,049] 0,075] 0,094] 0,116] Pro kg 
subkutan 
Durchschnittswert | 0,102) 0,283] 0,103} 0,059] 0,055} 0,077] 0,098] 0,092 
TABELLE IV. 
Bei normalen Kaninchen unter Atropin 
Kaninchen Blutzucker 
Datum | Korper- Nach Stunden Bemerkungen 
gewicht 
(key Wor 3) 1-1-4442 | Sch 4 
25/X 2,05 0,116} 0,128) 0,129} 0,126) 0,126] 0,119] 0,106 
> 21 0, 40) ; 081 
26/ » 1,92 0,082} 0,098) 0,102} 0,098} 0,096) 0,081) 0 Gicean'ote 
5/X1 1,90 0,096] 0,103) 0,103} 0,103) 0,096] 0,103] 0,096} A tropinlés. 
” 2,10 | 0,094] 0,124! 0,136) 0,138] 0,128) 0,126] 0,126] Pro ks 
Durchschnittswert | 0,097) 0,113} 0,117| 0,116] 0,111) 0,109) 0,104 
24/XI 1,86 0,112) 0,123} 0,089} 0,107 0,109 0,116] 0,116 
25/» 1,90 0,104! 0,110] 0,072} 0,080} 0,093} 0,102} 0,105) 0,1 eem 0,1% 
QT/ » 1,79 | 0,095] 0,101] 0,083] 0,086] 0,090} 0,099] 0,090 ea aati 
30/ » 1,86 0,099] 0,108) 0,078] 0,082} 0,082} 0,085] 0,089} extr. pro kg 
Durchschnittswert | 0,102] 0,110} 0,080} 0,089) 0,093] 0,100) 0,100 
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8/XI 2,02 0,098} 0,315] 0,229] 0,181) 0,128] 0,096] 0,099 
12/ » 2,00 0,078} 0,291) 0,219] 0,151] 0,133] 0,087} 0,087] 3 cem 50% Glu- 

” 1,90 | 0,105] 0,301) 0,229] 0,142] 0,107] 0,107] 0,096] kosels. u. 0,1 cem 
13/» 2,12 | 0,092| 0,324) 0,252] 0,177] 0,119] 0,114] 0,099 vee ee 
Durchschnittswert | 0,093] 0,308] 0,232] 0,162] 0,122] 0,101} 0,095 
30/X 1,72 0,109] 0,290] 0,207] 0,117] 0,117 0,112] 0,110 8 yen SHOGl 
16/XI 1,80 | 0,077| 0,294] 0,162] 0,122] 0,093] 0,091] 0,091 Focalse ri ree 
29/ » 2,10 | 0,093} 0,355] 0,226] 0,151} 0,120 0,101] 0,095] 9 14% Atropinlés. 

” 2,00 0,097 0,324 0,202 0,106 0,096 0,094 0,094 u. 5 cem Tonsillen- 
a extr. pro kg 
Durchschnittswert | 0,094! 0,319] 0,199} 0,124) 0,106] 0,099! 0,097 
TABELLE V. 
Bei normalen Kaninchen unter Pilokarpin. 
Kaninchen Blutzucker 
Datum | Korper- Nach Stunden Bemerkungen 
gewicht 
(kg) Vor| # 1 13 2 3 4 
6/XI 1,85 0,085) 0,099) 0,108} 0,108) 0,110) 0,112) 0,108 
9/ » 1,70 0,080) 0,092) 0,107) 0,109] 0,087] 0,087] 0,087 0,1 com 1% 

” 1,80 | 0,087} 0,107] 0,103] 0,101| 0,099) 0,096] 0,096) Pirokarpinlés 
11/» 1,90 | 0,099] 0,105] 0,105] 0,117] 0,117) 0,107| 0,089] pro kg ‘ 
Durchschnittswert | 0,088] 0,100) 0,106) 0,109] 0,103] 0,100] 0,097 

2/XI 1,90 0,108} 0,106} 0,091} 0,093} 0,096) 0,098) 0,107 
” 2,10 0,106] 0,109] 0,087] 0,088} 0,092) 0,095] 0,105] 0,1 ceem eem 1% 
3/» HESS 0,094 0,097] 0,078] 0,082] 0,082] 0,083] 0,085} Pirokarpinlds. 
4/» 2,15 | 0,115] 0,117| 0,089] 0,094] 0,101) 0,105] 0,114] U- 5 cem Ton- 
sillenextr. pro kg 
Durchschnittswert | 0,106] 0,107] 0,086] 0,089] 0,092) 0,095 0,103 
8/XI 1,75 0,090) 0,313) 0,249! 0,161) 0,118] 0,103] 0,096 
13/ » 1,94 0,092) 0,333} 0,229] 0,166] 0,120] 0,105] 0,097] 3 eem 50% Glu- 
14/» 1,80 | 0,105) 0,305) 0,226] 0,178] 0,123) 0,103] 0,094] koselds. u. 0,1 eem 
” 1,84 | 0,096] 0,303] 0,223] 0,151] 0,114] 0,114] 0,114] Pilokarpinlos. 
pro kg 
Durchschnittswert | 0,096] 0,313 0,232] 0,164] 0,119} 0,106] 0,100 
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4/XI 2,2 0,110} 0,326] 0,201] 0,143] 0,110] 0,110] 0,110 
6/» 2,00 | 0,084! 0,283] 0,150] 0,130] 0,099] 0,085] 0,083] 2 cem 50% Glu- 
18 ys kosel6s. u. 0,1 eem 
1,90 | 0,098] 0,303] 0,193] 0,106] 0,104] 0,103] 0,103 1% Pirokarpinlés. 
25/ » 1,88 | 0,087] 0,305] 0,203) 0,149] 0,102] 0,100} 0,085] U- 5 cem Tonsillen- 
extr. pro kg 
Durchschnittswert | 0,095] 0,304/ 0,187] 0,132/ 0,104! 0,009] 0,095 


Beim dritten und vierten Versuch wurden zuerst den Kanin- 
chen 0,3cem einer 0,1%igen Adrenalinhydrochloridlésung oder 
lcem einer 0,05%igen Ergotamintartratlésung (Gynergen) je pro 
ke subkutan und den anderen Kaninchen eine Viertelstunde nach 
der Adrenalin- od. Ergotamininjektion noch 5 cem eines Tonsillen- 
extraktes pro kg intravenés verabreicht. 

Andererseits wurde den Kaninchen entweder dieselbe Menge 
von Adrenalin- und Ergotaminlésung allein hintereinander sub- 
kutan oder nach einer Viertelstunde nach der gleichzeitigen sub- 
kutanen Zufuhr derselben Menge von Adrenalin- und Ergotamin- 
lésung 5 cem eines Tonsillenextraktes pro kg intravenos verabreicht. 
Beim letzten Versuche wurde den Kaninchen 1leem 0,05%igen 
Ergotamintartratl6sung pro kg subkutan und. nach einer halben 
Stunde noch 3 cem einer 50%igen Glukoselosung pro kg introvenos 
injiziert und die dabei erhaltene Blutzuckerkurve mit der bei 
Zufuhr von Glukoselésung allein (Siehe Tabelle VI in der zweiten 
Mitteilung) verglichen. 


TABELLE VI. 


Kaninchen Blutzucker 
Datum Korper- Nach Stunden Bemerkungen 
Nr.| gewicht 


wo 


(kg) | Vor} 2 1 2 4 


26/IX | 1 | 2,06 | 0,098) 0,178) 0,213) 0,304] 0,278| 0,198 
28/ » | 2 | 1,74 | 0,101] 0,186] 0,214] 0,256] 0,243] 0,227 
” 3 | 1,92 | 0,091] 0,203] 0,222] 0,279] 0,216| 0,199] 0,3 cem 0,1% 
29/ » | 4 | 2,03 |0,094] 0,185] 0,241] 0,293] 0,281] 0,191 See pro kg 
» | 5 | 1,95. |0,100/ 0,198) 0,255] 0,308] 0,256] 0,160 


Durchschnittswert | 0,098] 0,190) 0,229} 0,289] 0,254) 0,195 
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aXe i 2,05 | 0,110] 0,152) 0,233) 0,223) 0,222) 0,155 
” 2 2,00 | 0,098] 0,147] 0,190} 0,211) 0,202! 0,154] 0,3 ecm 0,1% Adrena- 
mel myc Alay lin pro kg subkutan 
2/X 3 2,08 | 0,084] 0,155) 0,218] 0,236) 0,230 0,196 (nach 4 SE) Scam 
4/» 4 1,94 | 0,102} 0,164] 0,234| 0,249) 0,209} 0,144) Tonsillenextr. pro kg 


intravenos. 


Durechschnittswert | 0,099) 0,147] 0,209] 0,226) 0,212) 0,168 


Vor und nach der Zufuhr von diesen oben beschriebenen 
Losungen wurde der Blutzuckerwert nach Stunden mittelst der 
Methode von Hagedorn-Jensen bestimmt. Die Resultate sind 
in den Tabellen VI-VIII zusammengestellt. 


TABELLE VII. 


Kaninchen Blutzucker 
Datum cron Nach Stunden Bemerkungen 
Nr. | gewicht 
(ke) 3) Vor | 3 a 20) 3 
5/X 1 1,81 | 0,084| 0,130) 0,149) 0,160) 0,141) 0,110 
” 2 1,92 | 0,094] 0,124) 0,146] 0,158] 0,148) 0,121 
6/ » 3 1,88 | 0,101] 0,129] 0,151] 0,159] 0,138] 0,115] 0,38 eem 0,1% Adrena- 
H p lin 1,0 cem 0,05% 
” 4 2,10 | 0,088] 0,115) 0,131) 0,145] 0,142] 0,136 Ergotamin pro kg 
7/» 5 1,78 | 0,079] 0,129} 0,143} 0,147] 0,132] 0,117] subkutan 


Durchschnittswert | 0,089} 0,125] 0,144] 0,153] 0.140] 0,119 


22/V | 1 1,70 | 0,079) 0,096] 0,120) 0,098} 0,097] 0,096 
25/9 2 1,93 | 0,092) 0,121) 0,127) 0,132] 0,117] 0,105] 9,3 eem 0,1% Adrena- 
¢ lin u. 1 cem 0,05% 
20/3" 8 1,95 | 0,072} 0,098) 0,118) 0,097| 0,097] 0,086] reotamin pro ae 
Wpyae | Zi 1,88 | 0,078} 0,105] 0,126] 0,087] 0,081] 0,087) subkutan (nach 4 
a A Stunde) 5 cem Ton- 
16/ 5 1,82 | 0,077) 0,117) 0,121) 0,100] 0,083) 0,077) sitenextr. pro ke 


intravendos. 


Durchschnittswert | 0,079} 0,107] 0,122] 0,102) 0,095] 0,090 
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TABELLE VIII. 


Kaninehen Blutzucker 
Datum Kérper- Nach Stunden Bemerkungen 
Nr.| gewicht 
(kg) | Vor} 4 i 2 3 4 
4/1 i 1,65 | 0,105) 0,096 0,096} 0,092) 0,088) 0,092 
5/» 2 1,60 | 0,108} 0,103) 0,097) 0,096] 0,096) 0,097 
6/% 3 1,76 | 0,105} 0,115) 0,114) 0,110} 0,110} 0,106 
7/» 4 1,60 | 0,106) 0,097) 0,088) 0,088) 0,094} 0,096) 1 cem 0,05% 
8/» | 5 | 1,80 |0,097| 0,092! 0,088] 0,087] 0,087] 0,087} E™Zotamin pro kg 
subkutan 
9/» 6 1,68 | 0,108) 0,101) 0,097) 0,092) 0,094} 0,096 
10/» ii 1,65 | 0,106} 0,103} 0,101] 0,094; 0,097) 0,101 
Durchschnittswert | 0,104) 0,101] 0,097] 0,094! 0,095] 0,096 


10/I | 1 | 1,65 |0,129| 0,117] 0,100| 0,096] 0,096] 0,104 

11/» | 2 | 1,60 | 0,114} 0,099) 0,090} 0,079] 0,092] 0,094 

12/¥ | 3 | 1,50 | 0,101) 0,094) 0,085) 0,083] 0,081] 0,085] 1 em 0,05% 

13/» | 4 | 1,50 | 0,106] 0,094| 0,085] 0,083] 0,088| 0,088| B8otamin pro kg 
subkutan (nach 4 

14/» | 5 | 1,45 | 0,099) 0,076) 0,081] 0,074| 0,078] 0,078] Stunde) 5 cem 

15/» | 6 | 1,60 | 0,101) 0,072} 0,058| 0,049] 0,072] 0,096] 1 0ns!enextr.pro kg 
intravenos. 

16/» | 7 | 1,60 |0,105| 0,087) 0,077) 0,035] 0,099) 0,097 


Durchschnittswert | 0,107] 0,097) 0,082} 0,078] 0,086} 0,091 


IJ. ERGEBNISSE. 


1. Wirkung von Tonsillenextrakt mit oder ohne Insulin auf 
den niichternen Zuckerwert des Blutes sowve auf 
experimentelle Hyperglykamie. 


Diesmal und bei einem weiteren Versuche wurden immer 5 cem 
des Tonsillenextraktes pro kg intravenés verabreicht, da er bei 
dieser Menge am starksten hypoglykamisch gewirkt hatte, wie es 
in der vorigen Mitteilung beschrieben wurde. 

Bei Zufuhr von 2/3E Insulin wird der Blutzuckergehalt 
allmihlich herabgesetzt und erreichte nach 2 Stunden sein Mininum, 
um wieder allmahlich zum Anfangswert aufzusteigen, wobei nach. 
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TABELLE IX. 


Kaninchen Blutzucker 
Datum betel a Nach Stunden Bemerkungen 
+r ASP fel} 
SRS 
me mi. & N62) do eg 
M4 & Vor 3 al 13 


24/VI | 1 | 2,00 | 0,092) 0,090] 0,267] 0,210] 0,181] 0,101] 0,090 
2 | 1,85 |0,0971 0,0991 0.2851 0,205] 0,165] 0,099] 0,092| £.¢em 9,057 
i a 85 | 0,097) 0, sicker hed Nd) ae) Hrgotamin 
25/ » | 3 | 1,95 | 0,101] 0,093) 0,253] 0,217] 0,141] 0,102| 0,097| pro kg subkutan _ 
26/ » | 4 | 1,98 | 0,098! 0,103) 0,250) 0,199] 0,150] 0,099] 0,094 ae Seen 
5 1,82 | 0,094) 0,101) 0,254] 0,167) 0,134) 0,106) 0,088) Glukoselosung pro 
kg intravenos. 


” 


Durchschnittswert | 0,096} 0,097] 0,261) 0,199] 0,154} 0,101) 0,092 


2 Stunden der Blutzuckergehalt durch Insulin durchsehnitthch 
um 42.0% herabgesetzt wurde, wie aus der Tabelle I ersichtlich ist. 
Bei Zufuhr von 5 cem Tonsillenextrakt mit 2/3 E Insulin wird der 
Blutzuckergehalt erst nach 30 Minuten herabgesetzt, nach einer 
Stunde wieder gesteigert und wieder nach 2 Stunden am starksten 
herabgesetzt, um sich noch einmal allmahlich bis zum Anfangswert 
zu erhohen. 

Bei Zufuhr von Tonsillenextrakt mit Insulin zeigt die Blut- 
zuckerkurve eine zweiphasische Hypoglykamie, wie Kostyal(1933) 
bei seinem Versuch beobachtet hat, und zwar in der zweiten Phase 
eine starkere Hypoglykamie und im Vergleich mit dem vor ihrer 
Zufuhr wird der Blutzuckergehalt durchschnittlich) um 65,3% 
herabgesetzt, wie sich aus der Tabelle II ersehen lasst. 

Insulin und Tonsillenextrakt wirken also auf den niichternen 
Blutzucker synergistisch und der Tonsillenextrakt verstarkt die 
hypoglykamische Wirkunge des Insulins, genau wie es bei der 
Glykogenbildung der Leber der Fall war. 

Bei Zufuhr von Glukoselédsung mit Tonsillenextrakt und 
Insulin zeigt die Kurve auch eine zweiphasische Hypoglykamie, 
wie es bei nuichternem Blutzucker der Fall ist. Die zweite hypo- 
glykamische Phase kommt aber beim ersten Fall eine Stunde 
verspatet zu Stande, wie aus der Tabelle III ersichtlich ist. Diese 
Hypoglykamie geht spater allmahlich wieder zum Anfangswert 
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zuruck. 

Im spateren Stadium tritt die Hypoglykimie stirker auf. 
Man sieht also, dass der Tonsillenextrakt hierbei auch die hypo- 
glykamische Wirkung des Insulins verstiirken kann. 

Ks ist bemerkenswert, dass je in einem Fall bei der Wirkung 
von Insulin mit Tonsillenextrakt auf den niichternen Blutzucker 
sowie auf die experimentelle durch Glukosezufuhr erzeugte Hyper- 
glykamie ein Krampf des Kaninchens beobachtet wurde, was die 
das Insulin stimulierende Wirkung des Tonsillenextrakt andeuten 
dirfte. Aus den oben erwahnten Daten scheint hervorzugehen, 
dass der Tonsillenextrakt eine die Insulinwirkung verstirkende 
Substanz enthalt, die dem Insulin 4hnlich ist, aber nicht das 
Insulin selbst darstellt. 


2. Wirkung von Tonsillenextrakt mit oder ohne Atropin und 
Pilokarpin auf den niichternen Blutzuckerspiegel sowie 
auf die experimentelle Hyperglykdmie. 


Diesmal wurde der Zuckergehalt des Blutes des normalen 
Kaninchens unter Einfluss von Pilokarpin und Atropin mit oder 
ohne Tonsillenextrakt untersucht, um den Zusammenhang der 
Wirkung des Tonsillenextraktes mit der vagischen Nervenfunktion 
festzulegen. 

Aus den Tabellen IV u. V lasst sich ersehen, dass die Zufuhr 
von Atropin oder Pilokarpin zu einer leichten Hyperglykamie 
fiihrt, die nach einer oder anderthalber Stunden auftritt, und zwar 
dass bei Atropin der Zuckergehalt des Blutes nach einer Stunde 
durehschnittlich um 20,6% und bei Pilokarpin nach anderthalbe 
Stunden um 23,86% gesteigert ist. Diese Daten stimmen mit 
denen von Taku (1928) iiberein. Die durch Atropin erzeugte 
Hyperglykamie scheint mehr auf die Erregung des Zentrums zu 
beruhen, was auch von Saito (1921) behauptet wurde. Das Pilo- 
karpin erregt die Nervenendigungen der vagischen Nerven. 

Bei Zufuhr von Atropin mit Tonsillenextrakt wird der 
niichterne Blutzuckerwert nach einer Stunde, verglichen mit dem 
vor ihrer Zufuhr, durchschnittlich um 11,76%, im Vergleich mit 
dem bei Zufuhr von Atropin allein durchschnittlich um 30,76% 
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herabgesetzt. 

Bei Zufuhr von Pilokarpin mit Tonsillenextrakt wird der 
niichterne Blutzuckerwert nach einer Stunde, im Vergleich zu dem 
vor ihrer Zufuhr um 23,25% und verglichen mit dem bei Zufuhr 
von Pilokarpin allein ebenfalls um 23,25% herabgesetzt. Bei 
Zufuhr von Pilokarpin mit Tonsillenextrakt tritt also eine starkere 
Hypoglykimie auf als bei der von Atropin mit Tonsillenextrakt, 
was auf der den Vagus reizenden Wirkung des Pilokarpins beruhen 
soll. Die Wirkung des Tonsillenextraktes scheint also keine 
Beziehung zu der Funktion der vagischen Nerven zu haben. 

Bei Zufuhr von Glukose mit Atropin wird der Blutzuckerwert 
im Vergleich zu dem Zustand vor ihrer Zufuhr nach 30 Minuten 
durchschnitlich um 231,2% und nach einer Stunde um 149,46% 
eesteigert, und bei Zufuhr von Glukose mit Atropin und Tonsillen- 
extrakt nach 30 Minuten um 239,4% und nach einer Stunde wm 
111,7% gesteigert, was aus den Tabellen IV u. V ersichtlich ist. 

Bei Zufuhr von Glukose mit Pilokarpin wird der Blutzucker- 
wert im Vergleich zu dem vor ihrer Zufuhr nach 30 Minuten 
durehsehnittlich um 226,04% und nach einer Stunde um 141,6% 
gesteigert, und bei Zufuhr von Glukose mit Pilokarpin und Ton- 
sillenextrakt verglichen zu dem vor ihrer Zufuhr nach 30 Minuten 
durchschnittlich um 220% und nach einer Stunde um 96,84% 
eesteigert, was aus den Tabellen IV u. V ersichtlich ist. 

Die Hyperglykimie bei Zufuhr von Atropin tritt also etwas 
starker auf, als bei Zufuhr von Pilokarpin und zwar nach einer 
Stunde nach der Zufuhr. Dureh Zufuhr von Pilokarpin mit Ton- 
sillenextrakt wird also die experimentelle Hyperglykamie viel 
starker herabgesetzt, als durch Zufuhr von Atropin mit Tonsillen- 
extrakt. Dieser Unterschied beruht wohl auf der den Parasym- 
pathicus reizenden Wirkung des Pilokarpins. 

Die hypoglykamische Wirkung des Tonsillenextraktes tritt 
sowohl bei Zufuhr von Atropin als auch bei der von Pilokarpin auf. 
Die Wirkung des Tonsillenextraktes hanegt also nicht mit der 
Funktion der parasympathischen Nerven zusammen. 
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3. Wirkung von Tonsillenextrakt auf die 
Adrenalinhyperglykamie. 


Aus der Tabelle VI lasst sich ersehen, dass der niichterne 
Blutzuckerwert durch Zufuhr von Adrenalin nach 2 Stunden sein 
Maximum erreicht, um allmihlich wieder zum Anfangswert 
zuruckzukehren, und dass auch bei Zufuhr von Adrenalin mit 
Tonsillenextrakt der maximale Blutzuckerwert 2 Stunden nach der 
Zutuhr auftritt, aber im Vergleich mit dem Wert bei Zufuhr von 
Adrenalin allein nach einer halben Stunde durchschnittlich um 
22.6% und nach 2 Stunden um 21,8% vermindert gefunden wurde. 

Der Tonsillenextrakt wirkt also nicht nur auf alimentaire 
Hyperglykaémie sondern auch auf die Adrenalinhyperglykamie 
herabsetzend. 

Dieser Blutzuckerwert bei Zufuhr von Adrenalin mit Tonsillen- 
extrakt wird durch die vorherige Zufuhr von Ergotamin als viel 
starker herabgesetzt gefunden; der Blutzuckerwert bei Zufuhr von 
Adrenalin und Ergotamin mit Tonsillenextrakt wird namlich im 
Vergleich mit dem bei Zufuhr von Adrenalin mit Tonsillenextrakt 
durehschnittlich nach einer Stunde als um 54,8% und nach 2 
Stunden als um 41,6% herabgesetzt gefunden, was aus der Tabelle 
VII ersichtlich ist. 

Wenn dieser Blutzuckerwert mit dem bei Zufuhr von Adrenalin 
mit Ergotamin allein verglichen wird, so sieht man, dass der Blut- 
zuckerwert nach einer halben und einer Stunde je durehschnittlich 
um 14,6% und nach 2 Stunden um 33,3% herabgesetzt gefunden 
wurde. 


4. Wirkung von Tonsillenextrakt auf den Blutzuckerspiegel 
unter Einfluss von Ergotamin. 


Es wurde im vorigen Kapitel erwahnt, dass der Tonsillen- 
extrakt auf den Sympathicus lahmend einwirken diirfte. Es ist 
oft zu beobachten, dass das Ergotamin erst beim erregten Zustand 
der sympathischen Nerven seine lahmende Wirkung entfalten kann. 
Somit konnte die hypoglykamische Wirkung des Tonsillenextraktes 
hintereinander durch vorherige Zufuhr von Adrenalin und Ergo- 
tamin gesteigert werden. 
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Um dies zu bestitigen habe ich in der vorliegenden Unter- 
suchung den Einfluss des Ergotamins mit oder ohne Tonsillen- 
extrakt beobachtet. 

Aus der Tabelle VIII ist ersichtlich, dass der niichterne Blut- 
zuckerwert bei Zufuhr von Ergotamin mit Tonsillenextrakt im 
Vergleich mit dem bei Zufuhr von Ergotamin allein nach einer 
Stunde durchschnittlich um 15,4% und nach zwei Stunden um 17% 
herabgesetzt gefunden wurde, wihrend er bei Zufuhr von Ergotamin 
allein unbeeinflusst bleibt. 

Der niichterne Blutzuckerwert bei Zufuhr von Ergotamin mit 
Tonsillenextrakt erreicht nach 2 Stunden sein Maximum und wird 
im Vergleich mit dem Wert vor seiner Zufuhr durchschnittlich um 
27,1% herabegesetzt. Hier tritt also nur die Wirkung des Tonsillen- 
extraktes auf den niichternen Blutzuckerwert auf (Vergleiche die 
Tabelle III in der II. Mitt.). 

Der Blutzuckerwert bei Zufuhr von Ergotamin mit Glukose- 
losung bleibt auch durch Ergotamin unveradndert, wie sich aus 
Tabelle IX und aus der Tabelle III in der vorliegenden. Mitt. 
ersehen lasst, wahrend er bei Zufuhr von Ergotamin und Tonsillen- 
extrakt mit Glukoselosung ziemlich deutlich herabgesetzt ist. 

Wenn man aber den Einfluss des Ergotamins und Tonsillen- 
extraktes auf die Adrenalinhyperglykamie miteinander vergleicht, 
so findet man, dass die hypoglykaémische Wirkung des Tonsillen- 
extraktes viel schwacher auftritt, als die des Ergotamins, was aus 
den Tabellen VI u. VII ersichtlich ist. 

Aus den obenerwahnten Versuchsergebnissen geht hervor, dass 
der Tonsillenextrakt auf den Sympathicus antagonistisch Ahnlich 
wie das Ergotamin einwirken kann, aber doch zwischen beiden 
Wirkungen ein Unterschied vorliegen diirfte. 


IV. ZusAMMENFASSUNG. 


1. Die durch Zufuhr von Insulin erzeugte Hypoglykimie wird 
durch Tonsillenextrakt verstarkt, wobei eine zweiphasische Hypo- 
glykamie auftritt. Manchmal ruft der Tonsillenextrakt mit Insulin 
einen hypoglykamischen Krampf hervor. 

2. Die experimentell durch Zufuhr yon Glukose erzeugte 
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Hyperglykamie von Kaninchen wird durch Zufuhr von Tonsillen- 
extrakt mit Insulin zweiphasisch herabgedriickt: es entsteht eine 
zweiphasische Hypoglykimie. 

3. Die Zufuhr von Atropin sowie Pilokarpin fiihrt bei 
normalen Kaninchen zu einer leichten Hyperglykamie. 

4. Die durch Atropin sowie durch Pilokarpin erzeugte Hyper- 
glykamie und die dureh Zufuhr von Glukose mit Atropin oder 
Pilokarpin erzeugte Hyperglykamie werden durch Tonsillenextrakt 
herabgesetzt. Diese Herabsetzung tritt bei Zufuhr von Pilokarpin 
viel starker auf, als bei Zufuhr von Atropin. 

5. Die Adrenalinhyperglykaémie von Kaninchen wird durch 
Zufuhr von Tonsillenextrakt herabgesetzt und diese Herabsetzung 
wird durch vorherige Zufuhr von Ergotamin weiter verstarkt. 

6. Der niichterne Blutzuckerwert von Kaninchen wird durch 
Zufuhr von Ergotamin nicht verandert, dagegen die Adrenalin- 
hyperglykamie dadurch herabgesetzt. Diese Herabsetzung tritt viel 
deutlicher auf als die durch Zufuhr von Tonsillenextrakt. 

7. Die alimentére Hyperglykaémie von Kaninchen wird durch 
Zufuhr von Ergotamin nicht beeinflusst, dagegen durch Zufuhr von 
Ergotamin mit Tonsillenextrakt deutlich herabgesetzt. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER DIE WIRKUNG DES 
MENSCHLICHEN TONSILLENEXTRAKTES 
AUF DIE BLUTZUCKERHERABSETZUNG. 


Ill. Uber den physikochemischen Einfluss auf die hypo- 
glykamische Wirkung des Tonsillenextraktes. 


Von 


KAORU TOMINAGA, 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Prafekturkrankenhauses zu Kobe, 
Letter: Dr. M. Takeda.) 


(Hingegangen am 23. Februar 1938.) 


In der ersten Mitteilung (1935) wurde bereits erwahnt, dass 
die hypoglykamisch wirkende Substanz des Tonsillenextraktes von 
Menschen dem Insulin aus Pankreas sehr ahnelt. 

Das Wesen der hypoglykamischen Wirkung des Tonsillenstoffes 
ist also, soweit sich aus der Literatur ersehen lasst, noch nicht 
hinreichend bekannt. Nach Nakashima(1932) und Porta(1933) 
sollen die hypertrophierten und entztindeten Tonsillen eine Menge 
von Glutathion enthalten. 

Bei der Untersuchung des Einfiusses des Tonsillenextraktes auf 
den Blutdruck haben Bischoff u. Weinand (1932) behauptet, 
dass in der Tonsille Acetylcholin enthalten sei. So haben sie zu 
erklaren gemeint, dass die Tonsillen keine inneresekretorischen 
Oreane seien. 

Es ist bekannt, dass die Wirkung des Insulins nach Dinge- 
manse (1928) u. Choay (1926) in verdiinnter Salzsdiurelosung 
haltbar, dagegen nach Shonle u. Waldo (1925) in alkalischem 
Milieu sehr viel empfindlicher ist, als im saurem. 

So habe ich zuerst den Einfluss der Sauren und Alkalien auf 
die Wirkung des Tonsillenextraktes, und weiter den des Trypsins 
untersucht. 

In bezug auf die Adsorption von Insulin durch Kohle wird 
von Best und Macleod, Molony u. Findlay(1923), Shonle u. 
Waldo (1924) angefiihrt, dass das Insulin durch Kohle adsorbiert 
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wird. Auch Dingemanse (1925) kam zum selben Resultat. 
EXPERIMENTELLES. 


Zuerst wurden den kriftigen erwachsenen mannlichen Kanin- 
chen 5cem einer Tonsillenextraktlésung des Menschen pro kg 
intravenos injiziert, die eine Stunde lang bei 100°C erhitzt wurde 
und als Kontrolle dieselbe Menge einer eine Stunde gekochten 
0,8%igen Kochsalzlosung injiziert. Der zweiten Gruppe von 
Kaninchen wurden 5cem einer Tonsillenextraktlosung pro keg 
intravends verabreicht, die aus der mit 0,05cem N/10 HCl 24 
Stunden lang behandelten sauren Losung von 10 ccm Tonsillen- 
extrakt besteht. Als Kontrolle wurde anstatt des Tonsillenextraktes 
eine gleichartig behandelte 0,8%ige Kochsalzl6sung zum Versuch 
verwendet. Der dritten Gruppe von Kaninchen wurden 5 ecm einer 
mit Natronlauge 24 Stunden behandelten (10 cem Tonsillenextrakt 
0,05 ceem N/10NaOH od. N/9 NaOH) Tonsillenextraktlosung pro kg 
intravenos injiziert, wobei in gleicher Weise eine mit Natronlauge 
behandelte Kochsalzlosung als Kontrolle verwendet wurde. Der 
vierten Gruppe von Kaninchen wurden 5 ccm einer mit Trypsin 
behandelten Tonsillenextraktlosung pro ke intravenés verabreicht, 
wobei 10 cem Tonsillenextrakt unter Zusatz von 0,15¢@ Trypsin 
nach Gruber und 0,05cem N/10 NaOH eine Stunde bei 38°C 
digeriert wurden. Als Kontrolle wurde hierbei eine in derselben 
Weise mit Trypsin behandelte Kochsalzl6sung oder eine nur im 
Brutschrank eine Stunde stehen gelassene Tonsillenextraktlésung 
gebraucht. 

Der letzten Gruppe von Kaninchen wurden 5 ecm einer mit 
Tierkohle behandelten Tonsillenextraktlésung pro ke intravenés 
verabreicht. Zu 5cem eines Tonsillenextraktes wurde ungefahr 
0,5 g Tierkohle zugesetzt, das Gemisch wiederholt geschiittelt und 
nach einer Stunde abfiltriert. Diese Losung wurde zum Versuch 
eebraucht. 

Vor und nach der Zufuhr der obengenannten Lésungen wurde 
der Zuckergehalt des Blutes nach Hagedorn u. Jensen (1923) 


sttindlich bestimmt und diese Werte mit denen der Kontrollen ver- 
elichen. 
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ERGEBNISSE 


Aus der Tabelle I ist ersichtlich, dass bei Zufuhr von gekochtem 
Tonsillenextrakt der Zuckergehalt des Blutes, verglichen mit dem 
vor seiner Zufuhr, eine halbe Stunde nach seiner Zufuhr durch- 
schnittlich um 18,7% und nach einer Stunde um 23.4% _her- 
abgesetzt ist, wahrend bei der Kontrolle der Zuckergehalt un- 
verandert bleibt. Bei Zufuhr von einem mit Salzsiure behandelten 
Tonsillenextrakt wird der Zuckergehalt nach einer halben Stunde 


TABELLE I. 
Bei Zufuhr von gekochtem Tonsillenextrakt. 


Blutzucker 
Korper- 
Datum | gewicht Nach Stunden Bemerkung. 
(kg) 


Vor! 30’| 1 2 5} 4 


21/XII 1,96 0,105) 0,090) 0,083} 0,087) 0,090) 0,103 


26/ » 1,88 0,115) 0,092! 0,080) 0,082) 0,089} 0,094 

_| 5 cem gekochtes 
PAY, 2 1,80 0,109} 0,085) 0,081] 0,094| 0,098) 0,095) Tonsillenextr. - 
28/ » 1,95 0,101) 0,083] 0,085] 0,096} 0,097] 0,097) Pr° kg 


Durchschnittswert | 0.107] 0,087) 0,082) 0,089 0,093] 0,097 


5 cem gekochtes 0,8% 


9/II 2,06 0,103) 0,106] 0,099} 0,099] 0,108] 0,101) NaCl-los. pro kg 
intravenos. 


Bei Zufuhr von Tonsillenextrakt mit Salzsaure. 


14/1 2,10 0,129] 0,101) 0,104} 0,107] 0,111} 0,115 
20/% 1,86 0,099] 0,088] 0,081} 0,105! 0,108] 0,108) 5 cem saures 

” 1,96 0,108] 0,094| 0,089] 0,105] 0,106] 0,105 a ee 
21/» 1,84 0,112} 0,097] 0,090} 0,092] 0,094/ 0,094) pro kg intravenés. 


Durchschnittswert | 0,112] 0,095] 0,091] 0,102] 0,104] 0,105 


5 ecm saure 0,8% 


9/TI1 2,08 0,099} 0,105} 0,106] 0,097] 0,097] 0,094 NaCl-los. pro kg 
' intravenos. 
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durchsehnittlich um 15% und nach einer Stunde um 18% ver- 
mindert. Bei der Kontrolle bleibt er fast unverandert oder ist 
etwas erhoht, wie sich aus der Tabelle I ersehen lasst. 

Durch Kochen oder durch Behandlung mit Salzsaure bleibt die 
hypoglykamische Wirkung des Tonsillenextraktes fast unverandert. 

Bei Zufuhr von mit V/10 NaOH behandeltem Tonsillenextrakt 
wird der Zuckergehalt, verglichen mit dem vor seiner Zufuhr, nach 
einer halben Stunde durchschnittlich um 7,8% und nach einer 
Stunde um 14,6% herabgesetzt, wahrend er mit V/9 NaOH be- 
handeltem Tonsillenextrakt oder bei der Kontrolle ganz unverandert 
bleibt, was aus der Tabelle II ersichtlich ist. Die Wirkung des 
Tonsillenextraktes wird also durch Behandlung mit Alkali etwas 
beeintrachtigt, wie dies bei Insulin der Fall ist. 


TABELLE II, 
Bei Zufuhr von Tonsillenextrakt mit Alkali. 


Blutzucker 
Korper- 
Datum | gewicht Nach Stunden Bemerkung. 
(kg) 
Vor 307 | 5e V2") ea oes 

29/T 1,84 — | 0,105] 0,092! 0,089] 0,099] 0,101] 0,101 

9 2,20 | 0,096] 0,089] 0,081] 0,090} 0,088] 0,090] 5 ecm mit schwach 

Alkali zugesetztem 

16/11 1,82 — | 0,111) 0,104] 0,096] 0,099] 0,109] 0,110! ‘Tonsillenextr. 

» 1,94 | 0,102] 0,096] 0,089} 0,094] 0,103] 0,103) (PH=6,6) 


pro kg intravenos. 


Durchschnittswert | 0,103} 0,095] 0,088] 0,095] 0,100] 0,101 


5 cem alkalische 
8/II 2,01 0,112} 0,106) 0,110} 0,112} 0,110) 0,108) 0,8% NaCl-los. 


pro kg intravenos. 


16/X 2,00 0,103} 0,134) 0,125) 0,120} 0,122) 0,115 
WG 2,14 0,104 0,112} 0,103] 0,106] 0,105] 0,101 Bcemanit Akan 
18/ » 1,89 0,085] 0,099} 0,088} 0,079} 0,085] 0,083] zugesetztes 
Tonsillenextr 
19/ » 2 i 
/ 308 0,088) 0,101) 0,092) 0,079) 0,085] 0,087 (PH=7,0) pro kg 
20/ » 2,20 0,094! 0,098} 0,085] 0,087] 0,089] 0,089} intravends. 


Durchschnittswert | 0,094) 0,109] 0,098} 0,094! 0,097] 0,095 
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Bei Zufuhr von Tonsillenextrakt mit Tierkohle. 


22/1 2,03 | 0,112] 0,110] 0,104] 0,108} 0,108} 0,108 

26/» 1,90 | 0,103} 0,100) 0,092} 0,097/ 0,096] 0,105) am ncintenextr, 
» 2,14 | 0,108} 0,099] 0,095] 0,095] 0,095] 0,103) mit Tierkohle 

27/2 2,07 | 0,106] 0,106] 0,097) 0,101 0,101] 0,103] Pro kg intravends. 


Durchschnittswert | 0,107] 0,104} 0,097] 0,100} 0,100} 0,104 


5 ecem 0,8% NaCl-los. 
8/II 2,00 0,088} 0,090} 0,084! 0,088) 0,087| 0,090) mit Tierkohle 
pro kg intravenos. 


Bei Zufuhr von mit Trypsin digeriertem Tonsillenextrakt 
bleibt der Zuckergehalt des Blutes unverandert, wie aus der Tabelle 
III ersichtlich ist, waihrend die Zufuhr von einfach digeriertem 
Tonsillenextrakt genau die gleiche hypoglykaémische Wirkung auf 
den Blutzuckergehalt austibt, wie es bei Zufuhr von gekochten 
Tonsillenextrakt der Fall war. Wie aus der Tabelle III ersichtlich 
ist, bleibt auch der Zuckergehalt des Blutes bei Zufuhr von der 
mit Trypsin digerierten Kochsalzlosung fast unverandert. 

Der Tonsillenextrakt hat also durch Digestion mit Trypsin 
seine hypoglykaémische Wirkung verloren, wie dies beim Insulin 
der Fall ist. Was die Adsorptionsprobe mit Tierkohle anbetrifft, 
so lisst sich aus der Tabelle II ersehen, dass der Blutzuckergehalt 


TABELLE III. 
1. Bei Zufuhr von mit Trypsin behandelten Nacl-lés. (Kontrolle). 


Blutzucker 


Korper- 
Datum | gewicht Nach Stunden Bemerkung. 
(kg) 


Vor| 30’| 1 2 3 4 


6/X1 2,10 0,099} 0,106] 0,101) 0,105) 0,106] 0,103 


7/» 1,88 0,096] 0,097] 0,094] 0,090) 0,096} 0,103} 5 cem mit Trypsin 
” 09 behandelt. 0,8% 
9/ 2,02 0,092] 0,088] 0,108} 0,096} 0,101) 0, ! NaCllés. pro ke 
10/ » 1,80 0,119] 0,121) 0,117] 0,122].0,120) 0,115} intravends. 


Durchschnittswert | 0,101] 0,103] 0,103] 0,103} 0,105) 0,104 
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Bei Zufuhr von bebriiteten Tonsillenextrakt (Kontrolle). 


bo 


28/X1 1,81 0,126] 0,112} 0,108) 0,112) 0,115) 0,115 
5/XII 1,86 0,122) 0,101] 0,077) 0,092] 0,122) 0,122 
7/ » 2,10 0,107] 0,094] 0,083} 0,083] 0,087] 0,092} 5 ccm bebriitet. 


0,101 Tonsillenextr. 


8/ » 2,00 0,109} 0,079) 0,087) 0,097] 0,101 pro kg intravenis. 


9/ » 1,95 0,129} 0,115] 0,099} 0,115} 0,114 0,103 


Durchschnittswert | 0,118} 0,100) 0,090} 0,099} 0,107) 0,106 


3. Bei Zufuhr von mit Trypsin digerierten Tonsillenextrakt. 


5/XI 1,92 0,088} 0,083} 0,083} 0,085] 0,088) 0,089 


24/ » 1,96 0,106] 0,105} 0,103) 0,112] 0,110} 0,106) 5 cem mit Trypsin 

25/ » 1,92 0,110} 0,108) 0,106) 0,110} 0,114} 0,108 digeriert. 
Tonsillenextr. 

26/ » 1,89 0,106] 0,103] 0,103) 0,108) 0,110] 0,105] pro kg intravenés. 


Durchschnittswert | 0,102) 0,099} 0,098} 0,103] 0,105) 0,102 


bei Zufuhr von mit Tierkohle behandeltem Tonsillenextrakt, ver- 
glichen mit dem vor seiner Zufuhr, nach einer halben Stunde noch 
fast unverandert ist und nach einer Stunde durchschnittlich nur 
um 9,3% herabgesetzt ist. 

Bei Zufuhr von der mit Tierkohle behandelten Kochsalzlosung 
bleibt auch der Zuckergehalt fast unverandert. 

Der wirksame Bestandteil des Tonsillenextraktes wird also 
mittelst der Tierkohle gut adsorbiert, wie dies beim Insulin der Fall 
ist. 

Was die Verdaulichkeit, Adsorbierbarkeit und Empfindlichkeit 
gegen Alkalen betrifft, so scheint der wirksame Bestandteil des 
Tonsillenextraktes dem Insulin nahezustehen. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Der hypoglykamisch wirksame Bestandteil des Tonsillen- 
extraktes von Menschen wird durch Kochen nicht zerstért, dagegen 
durch Digestion mit Trypsin unwirksam gemacht. 

2. Dieser wirksame Bestandteil des Tonsillenextraktes ist 
gegen Salzsaure resistent, aber gegen Alkalien empfindlich. 
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3. Der wirksame Bestandteil des Tonsillenextraktes ist mittelst 
der Tierkohle gut adsorbierbar. 


Herrn Dr. M. Takeda méchte ich meinen verbindlichsten 
Dank auszusprechen fiir seine Anleitung und auch an dieser Stelle 
noch den Herren Professoren Kakiuchi (Universitat zu Tokio) 
und Akamatsu (Med. Akademie zu Chiba) fiir die freundliche 
Durchsicht der Arbeiten danken. 
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BIOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN UBER DIE 
UNVERSEIFBAREN SUBSTANZEN. 


I. Mitteilung. 


Die Verteilung der unverseifbaren Substanzen in den 
Geweben der mit denselben Substanzen 
gefiitterten Tiere.” 


Von 


TADASHI KIMIZUKA. 


(Mediz.-Chemisches Institut der Keio-Universitit, Tokyo 
Direktor: Prof. Y. Sueyoshi.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1938) 


Vorbemerkung. 


VON 
YUJI SUEYOSHI. 


Ks gilt heute als feststehende Tatsache, dass die unverseifbaren 
Substanzen in allen tierischen Geweben enthalten sind. Die Er- 
forschung des Cholesterins, welches sich auch in den unverseif- 
baren Substanzen befindet, hat neuerdings zwar merkliche Fort- 
schritte gemacht, doch liegen hinsichtlch seiner physiologischen 
Bedeutung heute noch wenig sichere Anhaltspunkte vor. Die un- 
verseifbaren Substanzen, das Cholesterin ausgenommen, sind im 
allgemeinen ein Gemisch verschiedenartiger Substanzen, so z. B. 
sind Vitamine und Hormone auch als Bestandteile darin enthalten. 
Beziiglich dieser Vitamine und Hormone wurden in letzter Zeit 
zahlreiche Fragen iiber ihre Struktur sowie ihre physiologische 
Bedeutung geldst, dennoch bilden diese Vitamine und Hormone 
nur einen kleinen Teil der Bestandteile des betreffenden Gemisches. 
Aus was fiir einer Substanz nun der iibrige groésste Teil besteht, 


1) Vortrag gehalten bei der XII Versammlung der Japanischen Bio- 
chemischen Gesellschaft zu Niigata (20, Sept. 1936). 
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dariiber ist verhaltnismissig noch wenig Klarheit geschaffen. Aus 
diesem Grunde fasst man diesen unter der Bezeichnung “unbekannte 
unverseifbare Substanz” zusammen. Auch die physiologische 
Bedeutung der unbekannten unverseifbaren Substanz ist ebenfalls 
noch ganz unklar. In obigem Sinne nehmen wir die biochemischen 
Untersuchungen der unverseifbaren Substanz vor, um jene noch 
unklare Frage eingegend zu erforschen. 


Hauptabhandlung. 
VON 


KIMIZUKA. 


I. ENuerrune. 


Terao (1933) hat bereits frither bei den mit verschiedenen 
Nahrungen gefiitterten Ratten die Menge der im Tierkérper en- 
thaltenen unverseifbaren Substanzen gemessen und ist zu dem 
Ergebnis gekommen, dass die Menge des Cholesterins und der un- 
bekannten unverseifbaren Substanz immer im grossen und ganzen 
die gleiche Grésse beibehalten. In der vorliegenden Untersuchung 
habe ich unter der Leitung von Prof. Sueyoshi diese beiden Subs- 
tanzen bei den Kaninchen, welche mit unverseifbare Substanz 
enthaltenen Nahrungen eine bestimmte Zeit lang gefiittert worden 
waren, gemessen, um die Schwankung der Mengenverhaltnisse der 
beiden Substanzen zu erforschen. 


II. VeERSUCHSMETHODE. 


Als Versuchstiere habe ich Kaninchen benutzt. Die unverseif- 
baren Substanzen wurden mittels der Fettbestimmungsmethode 
nach Kumagawa-Suto gemessen, worauf die Menge des darin 
enthaltenen Cholesterins nach Liebermann und Burchard 
kolorimetrisch bestimmt wurde. Die Menge der unbekannten un- 
verseifbaren Substanz berechnete man in der Weise, dass man die 
Menge des Cholesterins von der Menge der gesamten unverseif- 
baren Substanz abzieht. 


Kine Gruppe Kaninchen wurde mit einer gewohnlichen 


Biochem. Untersuchungen iiber die unverseifbaren Substanzen. 471 


Nahrung, welcher man per die 0.5 ¢@ Cholesterin zufiigte (Chole- 
sterinnahrung), 76 Tage lang gefiittert. Eine andere Gruppe 
wurde mit derselben Nahrung, welcher man per die 0.5 ¢ Squalen 
als unbekannte unverseifbare Substanz zuftigte (Squalennahrung), 
50 Tage lang gefiittert. 


Ill. EKiqgenet BErunve. 


1. Die Befunde ber den mit gewohnlicher Nahrung 
gefitterten Kaninchen. 


Die Menge des Cholesterins und der unbekannten unverseif- 
baren Substanz wurden bei Skelettmuskel, Herzmuskel, Lunge, 
Niere, Leber und Milz der mit der gewohnlichen Nahrung gefiitter- 
ten Kaninchen gemessen. Die Resultate sind in den folgenden 
Tabellen angegeben. 

1) Wle Tabelle I zeigt, ist die Cholesterinmenge beim Skelett- 
muskel durchschnittlich 24meg%, die Menge der unbekannten un- 
verseifbaren Substanz 34mg%. Das Mengenverhaltnis dieser 
beiden Substanzen ist 42% :58%. 


TABELLE I. 
Normal Kaninchen. 
Muskel. 
: Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
: Unverseifb. 

Kaninchen Subst 4 

Nr. ne is ate Gewebe Unverseifb. Gewebe Unverseifb. 
mz Jo mg % Subst. % mg % Subst. % 

al 43 1 39 26 61 

2 46 16 33 30 67 

3 49 24 48 26 52 

4 TE3 31 42 43 58 

5 79 33 41 46 58 

6 57 26 46 30 53 

Mittel 58 24 42 34 58 


2) Wie in Tabelle II gezeigt, ist die durchschnittliche Chole- 
sterinmenge beim Herzmuskel 64 mg%, die Menge der unbekannten 
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unverseifbaren Substanz 112 mg%. Das Mengenverhialtnis dieser 
beiden Substanzen betragt 34% :66%. 


TABELLE IT. 
Normal Kaninchen. 
Herz. 
a Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
: Unverseifb. 
Kaninchen Subse : ; 
Nr. upstanz Gewebe | Unverseifb. Gewebe | Unverseifb. 
mg Yo mg % Subst. % mg % Subst. % 

il 213 80 36 75 64 

2 256 88 35 167 65 

3 ike 70 40 107 50 

4 192 65 34 126 66 

5 147 43 30 103 70 

6 130 36 23 94 72 

Mittel 186 64 34 112 66 


3) Tabelle III zeigt, dass die durchschnittliche Menge des 
Cholesterins bei der Lunge 241 mg% betragt und die der un- 
bekannten unverseifbaren Substanz 157mg%. Das Mengenver- 
haltnis dieser beiden Substanzen ist 64% :36%. 


TABELLE III. 
Normal Kaninchen. 


Lunge. 
; avercareh! Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
Kaninchen Subst 
Nr. Buea Gewebe | Unverseifb.| Gewebe | Unverseifb. 
mg Yo mg % Subst. % mg % Subst. % 

1 401 234 58 167 42 

2 401 258 64: 143 36 

3 396 257 65 138 35 

4 345 219 63 126 37 

5 454 245 54. 209 46 

6 393 234 59 159 41 

Mittel 398 241 64 L577. 36 


4) Aus Tabelle IV ersieht man, dass die Menge des Choles- 
terins bei der Niere durchschnittlich 246meg% ist, und dass die 
der unbekannten unverseifbaren Substanz sich auf 194mge% 
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belauft. Das Mengenverhiltnis der beiden Substanzen ist 56%: 
44%. 


TABELLE LV. 
Normal Kaninchen. 


Niere. 
a Dnvemeith. Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
aninchen Sahat 
Nv. LOS tava Gewebe | Unverseifb.| Gewebe | Unverseifb. 
mg % mg % Subst. % mg % Subst. % 

1 591 293 53 254 47 

2 486 263 54 222 46 

3 447 245 DD 202 45 

4 385 221. 58 163 42 

5 386 226 aT 167 43 

6 383 224 59 158 41 

Mittel 464 246 56 194 44 


5) Bei der Leber betrégt die durchschnittliche Menge des 
Cholesterins wie in Tabelle V gezeigt, 204 mg%, die der unbekann- 
ten unverseifbaren Substanz 138 me%. Das Mengenverhaltnis der 
beiden Substanzen ist 60% :40%. 


TABELLE V. 
Normal Kaninchen. 
Leber. 
Unverseitb. Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
Kaninchen Sieieniz, ; ; ; 
Nr Gewebe Unverseifb. Gewebe Unverseifb. 
; mg 7o mg % Subst. % mg % Subst. % 

1 329 196 60 132 40 

2 336 211 63 125 37 

3 351 201 57 149 43 

4 381 214 56 166 44 

5 324 186 57 139 43 

6 334 217 65 118 35 

Mittel 343 204 60 138 40 


6) Bei der Milz ist die durchschnittliche Menge des Chole- 
sterins, wie in Tabelle VI angegeben, 141 mg%, die der unbekann- 
ten unverseifbaren Substanz 109mg%. Das Mengenverhaltnis der 
beiden Substanzen ist also 55% zu 45%. 
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TABELLE VI. 
Normale Kaninchen. 


Milz. 
| < Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
Kaninchen Unverseifb. } = 
Nr. | Substanz Gewebe | Unverseifb.| Gewebe | Unverseifb. 
mg Yo mg % Subst. % mg % Subst. % 
Lu. 2 300 173 iP, 288 | 128 41 
3yu. 4 354 200 56 156 44 
du. 6 } 262 159 61 104 39 
7,u. 8 186 105 56 81 44 
9.10 146 68 47 78 53 
Mittel 250 141 55 | 109 45 


7) Die oben angegebenen Resultate sind in Tabelle VII 
zusammengetfasst. Wenn man diese Tabelle betrachtet, so ersieht 
man, dass der Cholesteringehalt bei Niere, Lunge und Leber gross, 
beim Skelettmuskel am kleinsten ist. Das ganz gleiche Verhaltnis 
wird bei der unbekannten unverseifbaren Substanz gefunden. 
Wenn man die Mengenverhiltnisse der beiden Substanzen bei 
einzelmen Geweben berechnet, so zeigen diese beiden Substanzen 
fast ausschliesslich eine Zahl, die um 50% herum lieet. Die Lunge 
und der Herzmuskel zeigen aber eine davon weit abweichende Zahl, 
indem das Mengenverhaltnis des Cholesterins und der unbekannten 


TABELLE VII. 
Normale Kaninchen. 


Mittelzahl. 

. kn geeteaeh: | Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 

Material oa Gewebe | Unverseifb. Gewebe | Unverseifb. 
mg ‘/o mg % Subst. % mg % Subst. % 

Muskel 58 24 42 34 58 
Herz 186 64 34 5h 66 
Lunge 394 241 64 157 36 
Niere 464 246 56 194 44 
Leber 343 204 60 138 40 
Milz 250 141 55 109 45 
Mittal | 7 = 52 ae 48 
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unverseifbaren Substanz bei der ersten 64% zu 36% und bei 
letzterer 34% zu 66% betrigt. Trotzdem betrigt das Mengen- 
verhaltnis der beiden Substanzen durehschnittlich 52% zu 48%, 
wenn man die beiden Werte bei jedem Gewebe ausgleicht; also ist 
ihre Abweichung von 50% nicht so gross. 

Dieses Ergebnis stimmt mit dem Terao’s (1983) bei den 
Geweben von Ratten gut tiberein. 


2. Die Befunde bei den mit der Cholesterinnahrung 
gefiitterten Kaninchen. 


Die Menge des Cholesterins und der unbekannten unverseif- 
baren Substanz wurden ebenfalls bei den Geweben der mit der 
Cholesterinnahrung gefiitterten Kaninchen gemessen und folgende 
in den nachstehenden Tabellen gezeigte Resultate gewonnen. 

1) Beim Skelettmuskel ist die durchschnittliche Menge des 
Cholesterins, wie in Tabelle VIII ersichtlich, 38 mg%, die der un- 
bekannten unverseifbaren Substanz 5l1mg%. Das Mengenver- 
haltnis der beiden Substanzen ist 44% :56%. 


TABELLE VIII. 
Cholesterin-Kaninchen. 


Muskel. 
; Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
; Unverseifb. 
Kaninchen eee 
Nr. i 6 le Gewebe Unverseifb. Gewebe Unverseifb. 
I ee mg % Subst. % mg % Subst. % 

11 82 39 49 41 51 
Le 82 39 45 43 55 
13 93 42 45 51 5d 
14 80 38 47 42 53 
1 119 39 36 70 64 
16 102 38 37 64 63 
ie 75 33 44 62 56 
Mittel 89 38 44 51 56 


2) Die Tabelle IX zeigt, dass die durchschnittliche Menge 
des Cholesterins beim Herzmuskel 117 mg% betragt, die der un- 
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bekannten unverseifbaren Substanz 200mg%. Das Mengenver- 
hiltnis des ersteren zu der letzteren ist 37% :63%. 


TABELLE IX. 
Cholesterin-Kaninchen. 


Herz. 
‘ Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
Kaninehen Unverseith. 
Nr. Substanz Gewebe | Unverseifb.| Gewebe | Unverseifb. 
mg Yo mg % Subst. % mg % Subst. % 
Tal 279 11835) 48 144 52 
12 249 100 40 149 60 
13 283 94 33 189 67 
14 357 124 389) 233 65 
15 361 122 34 239 66 
16 373 126 34 247 66 
Mittel 317 117 37 200 | 63 


3) Die durchschnittliche Menge der beiden Substanzen bei 
der Lunge findet man in der Tabelle X; die des Cholesterins 
betragt 404me% die der unbekannten unverseifbaren Substanz 
262 mg%. Das Mengenverhaltnis beider Substanzen ist 59% :41%. 


TABELLE X. 
Cholesterin-Kaninchen, 
Lunge. 
renee Waversth: Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
Nr. Substanz Gewebe | Unverseifb. Gewebe | Unverseifb. 
mg % mg % Subst. % mg % Subst. % 
11 608 337/33 61 235 39 
12 444 299 67 147 33 
13 705 411 58 295 42 
14 742 386 52 251 48 
15 661 338 oil 323 49 
16 873 595 68 277 32 
ike 733 427 58 306 42 
Mittel 687 404 59 262 41 


4) Bei der Niere ist die durchschnittliche Menge des Chole- 
sterins, wie in Tabelle XI gezeigt, 373%, die der unbekannten un- 
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verseifbaren Substanz 237me%. 
beiden Substanzen ist 61% :39%. 


Das Mengenverhialtnis dieser 


TABELLE XJ. 


Cholesterin-Kaninchen. 


Niere. 
A Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
abinekos Unverseifb. 
Substanz : 
Nr. mg % Gewebe Unverseifb. Gewebe Unverseifb. 
mg % Subst. % mg % Subst. % 

11 660 451 68 209 32 
12 566 339 60 226 40 
13 578 313 54 266 46 
14 450 250 56 199 44 
15 679 546 80 133 20 
16 676 384 yf 288 43 
17 666 328 49 337 ‘sia! 
Mittel 611 373 61 237 39 


5) Die Resultate bei der Leber sind in der Tabelle XII 
angegeben; die durchschnittliche Menge des Cholesterins betragt 
1475 mg%, die der unbekannten unverseifbaren Substanz 639 mg%. 
Das Mengenverhiltnis beider Substanzen ist 70:30%. 


TABELLE XII. 


Cholesterin-Kaninchen. 


Leber. 
Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
: Unverseifb. \ 
Kaninchen Substanz yt : 
Nr. Gewebe Unverseifb. Gewebe Unverseifb. 
mg 7 mg % | Subst.% | mg% | Subst. % 
zal 1842 1238 67 604 33 
12, 2845 1613 SY 1234 43 
13 1678 1174 70 504 30 
14 1133 804 77 255 23 
15 2396 1621 68 774 32 
16 2751 2321 84 430 16 
17 2243 1554 69 668 Sil 
Mittel 2127 1475 70 639 30 
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6) Die Tabelle XIII zeigt die Resultate bei der Milz; danach 
ist die durchschnittliche Menge des Cholesterins 652 mg%, dieselbe 
der unbekannten unverseifbaren Substanz 498 mg%. Das Mengen- 
verhiltnis der genannten beiden Substanzen ist 57% :43%. 


TABELLE XIII. 
Cholesterin-Kaninchen. 


Milz. 
J Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
‘ Unverseifb. 
Kaninchen Sat 
Nr. Re ee Gewebe Unverseifb. Gewebe Unverseifb. 
mee mg % Subst. % mg % Subst. % 
Uh, ee 1b) 1083 492 Ad 591 lays) 
13, u. 14 1400 800 aT 600 43 
TUS Tl, JUG 821 521 63 300 ol 
ef ie, Jus 1297 797 61 500 39 
Mittel 1150 652 57 498 43 


7) Die obigen Ergebnisse sind in der Tabelle XIV zusammen- 
fassend angegeben. Man kann daraus leicht erkennen, dass bei 
den mit Cholesterinnahrung geftitterten Kaninchen der Chole- 
steringehalt der einzelnen Gewebe im Vergleich mit dem bei den 
normalen Kaninchen immer in hohem Masse zunimmt (s. Tabelle 
XV). Wie aus dieser Tabelle ersichtlich, ist die Zunahme bei der 
Leber am grossten, indem der Colesteringehalt dort von 204 me¢% 
bei normalen Kaninchen bis zu 1475 mg% bei Cholesterinkaninchen 
ansteigt, also belauft sich die Zunahme auf 1271 mg%; wenn man 
sie im Prozentsatz zeigt, betrigt sie 623%. Demnichst ist die 
Zunahme bei der Milz am grossten; sie betrigt dort 51lme%, 
oder in Prozenten ausgedriickt 362%. Dann folgen der Herz- 
muskel, die Lunge, der Skelettmuskel und die Niere, indem die 
Zunahme des Cholesteringehaltes sich bzw. auf 88%, 68%, 58% 
und 52% belauft. 

Verfolgt man weiter die Menge der unbekannten unverseif- 
baren Substanz der Tabelle XIV, so findet man, dass sie bei den 
einzelnen Geweben immer zunimmt. Dies wird in der Tabelle XVI 
zusammenfassend angegeben. 
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TABELLE XIV. 
Cholesterin-Kaninchen. 
Mittelzahl. 
Diamerseiete Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
Material Substanz Gewebe | Unverseifb. Gewebe | Unverseifb. 
mg Yo mg % Subst. % mg % Subst. % 
Muskel ; 89 38 44 51 56 
Herz Billi m7, 37 200 63 
Lunge 687 404 59 262 41 
Niere 611 373 61 237 39 
Leber Oy 1475 70 639 30 
Milz 1150 652. 57 498 43 
Mittel a“ — 55 — 45 
TABELLE XV. 
Cholesterin-Kaninchen. 
Cholesterin. 
Norm. Cholesterin Zunahme 
Material Kaninchen Kaninchen 
mg % mg % mg % Jo 
Muskel 24 38 14 58 
Herz 64 at 53 83 
Lunge 241 404 163 68 
Niere 246 373 127 52 
Leber 204 1475 1271. 623 
Milz 141 652 511 362 
TABELLE XVI. 


Cholesterin-Kaninchen. 
Unbekannte unverseifb. Substanz. 


Norm. Cholesterin Zunahme 
Material Kaninchen Kaninchen 

mg % mg % mg % Yo 
Muskel 34 51 7, 50 
Herz 112 200 88 78 
Lunge 157 262 105 67 
Niere 194 237 43 22 
Leber 138 639 501 363 
Milz 109 498 389 357 
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Wie die Tabelle XVI klar zeigt, betragt die Menge der un- 
bekannten unverseifbaren Substanz bei der Leber der normalen 
Kaninchen nur 138mg%, also ist die Mengenzunahme der un- 
bekannten unverseifbaren Substanz an den Cholesterinkaninchen 
ebenso bei der Leber am gréssten, namlich 501 mg% oder in Pro- 
zenten ausgedriickt um 363%. Dann folgen die Milz, die Lunge, 
der Herzmuskel, die Niere und der Skelettmuskel; die Zunahme 
betragt resp. 857%, 78%, 67%, 50% und 22%. 

Aus obigen Befunden kann man wohl schliessen, dass bei den 
Geweben, die an Cholesteringehalt betrachtlich zunehmen, auch 
die Menge der unbekannten unverseifbaren Substanz sich vermehrt 
und dass die Zunahme der beiden Substanzen bei den meisten 
Geweben miteinander parallel lauft. Nur bei der Leber wird 
dieser Parallelismus nicht gefunden, da die Zunahme des Chole- 
sterins dort ausserordentlich gross ist, indem sie sich auf 623% 
belauft, und diejenige der unbedannten unverseifbaren Substanz, 
welche sogar 363% betragt, nicht parallel laufen kann. Bei der 
Leber der normalen Kaninchen ist das Mengenverhiltnis des 
Cholesterins und der unbekannten unverseifbaren Substanz 60:40, 
aber bei der der Cholesterinkaninchen schwankt es bis zu 70:30. 
Das Mengenverhaltnis des Cholesterins und der unbekannten un- 
verseifbaren Substanz schwankt aber bei den iibrigen Geweben der 
Cholesterinkaninchen im Vergleich mit dem bei den normalen 
Kaninchen kaum, denn es ist durchschnittlich 55:45, stimmt also 
mit dem Verhialtnis von 52:48 bei dem normalen Kaninchen fast 
uberein. 


3. Die Befunde bei den mit der Squalennahrung 
gefitterten Kaninchen. 


Die Ergebnisse, welche bei den mit Squalen vergemischter 
Nahrung gefiitterten Kaninchen gewonnen wurden, sind im 
folgenden angegeben. 

1) Beim Skelettmuskel ist die durchschnittliche Menge des 
Cholesterins wie in Tabelle XVII gezeigt, 12mg%, die der un- 
bekannten unverseifbaren Substanz 26 mg%. Das Mengenver- 
haltnis der beiden Substanzen ist 29% :71%. 
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TABELLE XVII. 


Squalen-Kaninchen. 


Muskel. 
4 h y ri x ‘sel , 
ON Unversei £b. Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
Nr. : as a Gewebe | Unyerseifb. Gewebe | Unverseifb. 
mg % Subst. % mg % Subst. % 
19 33 8 26 26 74. 
20 3 12 ay Pat 65 
21 40 16 25 21 (G3) 
22 32 ils] 35 20 65 
23 5) 12 23 42 (Gl 
Mittel 39 12 29 26 71 


2) Beim Herzmuskel ist die durchschnittliche Menge des 
Cholesterins, wie in Tabelle XVIII zu sehen, 17 mg%, die der 


unbekannten unverseifbaren Substanz 43 mg%. 
haltnis der beiden Substanzen ist 26% :74%. 


TABELLE XVIII. 


Squalen-Kaninchen. 


Das Mengenver- 


Herz. 
; Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
; Unverseifb. 
Kaninchen See 
Nr. oye Gewebe Unverseifb. Gewebe Unverseifb. 
mg 7o mg % Subst. % mg % Subst. % 
19 76 18 24 58 76 
20 53 14 24 40 76 
21 38 8 20 16 80 
22 78 Bl 40 47 60 
23 67 16 ee 52 ye 
Mittel 62 17 26 43 74 


3) Bei der Lunge ist die durchschnittliche Menge des Chole- 
sterins, wie aus Tabelle XIX zu ersehen, 194mg%, die der un- 


bekannten unverseifbaren Substanz 166 mg%. 
hiltnis beider Substanzen also ist 54% :46%. 


Das Mengenver- 
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TABELLE XIX. 
Squalen-Kaninchen. 
Lunge. 
Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
: Unverseifb. 
Kaninchen Subst . 
Nr. Mead ear Gewebe Unverseifb. Gewebe Unverseifb. 
mg 7% mg 9% Subst. % mg % Subst. % 
19 431 226 52 206 48 
20 361 208 57 153 43 
21 296 138 44 165 56 
22 341 220 63 129 Si 
23 356 180 ol 176 49 
Mittel 357 194 54 166 46 


4) Tabelle XX zeigt, dass die durchschnittliche Menge des 
Cholesterins bei der Niere 170 mg% betragt, die der unbekannten 


unverseifbaren 


Substanz 163 mg%. 


beiden Substanzen ist dem nach 51% 49%. 


Das Mengenverhaltnis der 


TABELLE XX. 
Squalen-Kaninchen. 
Niere. 
U oie Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
Kaninchen Guile ‘ 
Nr. oe Oh sei Gewebe Unverseifb. Gewebe Unverseifb. 
e mg % Subst. % mg % Subst. % 
19 327 180 55 149 45 
20 368 235 64. 130 36 
21 346 109 Be 237 68 
23 316 144 46 aliy(es 54 
23 306 178 58 123 42 
Mittel 332 170 aul 163 49 


5) Bei der Leber ist die Menge des Cholesterins, wie aus 
Tabelle XXI zu ersehen, durchschnittlich 207 mg% die der un- 
bekannten unverseifbaren Substanz ebenso durehsehnittlich 213 


mg%, was ein Mengenverhiltnis der beiden Substanzen von 
49% :51% ergibt. 
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TABELLE XXI 
Squalen-Kaninchen, 
Leber. 
ae Tramorsacch. Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
Kaninchen Subst = 
Ny. SOS Gewebe | Unverseifb.| Gewebe | Unverseifb. 
mg Yo mg % Subst. % mg % Subst. % 

19 348 191 5d 157 45 

20 425 202 48 223 a2 

21. 492 252 Dill 240 49 

Le 436 218 50 219 50 

23 397 170 43 226 57 
Mittel 420 207 49 213 51 


6) Bei der Milz betréigt die durchschnittliche Menge des 
Cholesterins, wie in Tabelle XXII gezeigt, 20mg%, die der un- 
bekannten unverseifbaren Subtsanz 29meg%. 
haltnis der beiden Substanz its 41% :59%. 


Das Mengenver- 


TABELLE XXII. 
Squalen-Kaninchen. 


Milz. 
: Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
; Unverseifh. 
Kaninchen Sahat 5 
Nee supstanz Gewebe | Unverseifb. Gewebe | Unverseifb. 
mg % mg % Subst. % mg % Subst. % 
19, u. 20 30 t2 40 18 60 
21,u. 22 a2 19 38 32 62 
23, u. 24 56 24 43 32 57 
25, 1.26 57 25 44 82 56 
Mittel 49 20 41 29 59 


7) Die oben angegebenen Ergebnisse sind in Tabelle XXIII 
zusammengefasst. die Menge des 
Cholesterins als auch der unbekannten unverseifbaren Substanz bei 
der Mehrzahl der untersuchten Gewebe der Squalenkaninchen im 
Vergleich mit derselben Kaninchen ab. Die 
Schwankung der Cholesterinmenge ist in Tabelle XXIV angegeben. 
Daraus erkennt man die Abnahme der Cholesterinmenge bei den 


Demzufolge nimmt sowohl 


der normalen 


einzelnen Geweben. | 
Insbesondere ist die Abnahme bei der Milz (—86%), dem 
Herzmuskel (—73%) und beim Skelettmuskel (—507%) auffallend 
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gross. Nur bei der Leber erfahrt die Cholesterinmenge fast keine 
Sehwankung (+2%). 

Die Mengenschwankung der unbekannten unverseifbaren Sub- 
stanz ist aus Tabelle X XV ersichtlich. Die Menge der genannten 
Substanz nimmt ebenfalls fast bei jedem Gewebe im Vergleich 
mit derjenigen bei den normalen Kaninchen ab, nur bei der Lunge 
zeigt sie nahezu keine Schwankung(+6%) und bei der Leber nimmt 
sie ausnahmsweise mit Sicherheit zu (+54%). Die Abnahme ist bei 
der Milz (—73%) und beim Herzmuskel (—62%) am deutlichsten, 
dann folgt der Skelettmuskel (—24%). Also geht die Abnahme der 
unbekannten unverseifbaren Substanz bei diesen Geweben hochst- 
wahrscheinlich mit derselben des Cholesterins Hand in Hand. 

Wenn man weiter die Mengenschwankung des Cholesterins 
und der unbekannten unverseifbaren Substanz bei den einzelnen 
Geweben vergleichend beobachtet, so ergeben sich folgende Be- 
funde. Bei den einzelnen Geweben, Leber und Lunge ausgenom- 
men, nimmt die unbekannte unverseifbare Substanz immer an 
Menge ab, doch ist die Abnahme im Vergleich mit der des Choles- 
terins klein; also vergrossert sich die relative Grodsse des Prozent- 
satzes der unbekannten unverseifbaren Substanz gegeniiber der 
des Cholesterins ein wenig. Mithin betrigt das Mengenverhiltnis 
der beiden Substanzen bei den einzelnen Geweben durchschnittlich 
42:58 (s. Tabelle XXIII). Dies variiert aber von 52:48 bei den 
normalen Kaninchen bei weitem nicht. 


TABELLE XXIII. 
Squalen-Kaninchen. 


Mittelzahl. 
. Unverseitts Cholesterin Unbek. unverseifb. Subst. 
Material oe Gewebe | Unverseifb. Gewebe | Unverseifb. 
mg % mg % Subst. % mg % Subst. % 
Muskel 39 12 29 26 Tak 
Herz 62 Ale 26 43 74 
Lunge 357 194 54 166 46 
Niere 332 170 Dil 163 49 
Leber 420 207 49 213 51 
Milz 49 20 41 29 59 
Mittel = _— 42 — : 58 
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TABELLE XXIV. 


Squalen-Kaninchen. 


Cholesterin. 
‘ Norm. Squalen Differenz 

Material Kaninchen Kaninchen 

mg % mg % meg % % 
Muskel 24 16% == 11) —50 
Herz 64 17 Ay, —73 
Lunge 241 194 = 291 lly 
Niere 246 170 — 76 —31 
Leber 204 207 ae ap 
Milz 141 20 IPA — 86 

TABELLE XXV. 
F Squalen-Kaninchen. 

Unbekannte unverseifb. Substanz. 

Norm. Squalen | Differenz 
Material Kaninchen Kaninchen |— 

mg % | mg % mg % % 
Muskel 34 26 ao) —24 
Herz 112 43 —69 —62 
Lunge 157 166 ao) ap (9) 
Niere 194 163 — 3 —16 
Leber 138 213 +75 +54 
Milz 109 29 —80 —73 

IV. ZuSAMMENFASSUNG. 


Wenn man die obigen Resultate zusammenfasst, so ergibt sich 
folgendes : 

1. Die Menge des Cholesterins und der unbekannten unver- 
seifbaren Substanz wurden bei Skelettmuskel, Herzmuskel, Lunge, 
Niere, Leber und Milz der normalen Kaninchen gemessen und das 
Mengenverhiltnis der beiden Substanzen wurde bei jedem Gewebe 
berechnet. Es betrigt durchschnittlich 52:48, also ist die Menge 
der beiden Substanzen durchschnittlich nahezu gleichgross. Beo- 
bachtet man genau das Mengenverhialtnis der beiden Substanzen 
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bei den einzelnen Geweben, so findet man, dass es bei einigen 
Geweben von dem oben angegebenen durchschnittlichen Wert 
abweicht. Die Abweichung ist bei der Lunge und dem Herzmuskel 
besonders auffallig, indem sich das Verhaltnis bei der ersteren 
wie 64:36, bei dem letzteren 34:66 verhalt. 

2. Bei den mit Cholesterinnahrung gefiitterten [Kaninchen 
nimmt die Cholesterinmenge der einzelnen Gewebe im Vergleich 
mit der bei den normalen Kaninchen deutlich zu; am grossten ist 
die Zunahme bei der Leber, wo die Cholesterinmenge um das 6 
Fache zunimmt. Bei der Niere ist die Zunahme am kleimsten und 
betragt nur 52%. Zwischen diesen beiden liegen der Reihenfolge 
nach Milz, Herzmuskel, Lunge, Skelettmuskel. 

Die Menge der unbekannten unverseifbaren Substanz vermehrt 
sich auch bei den einzelnen Geweben im grossen ganzen Hand in 
Hand mit der Zunahme des Cholesterins; somit ist die Zunahme 
bei der Leber am grossten, dann folgen Milz, Lunge, Herzmuskel, 
Niere und Skelettmuskel.. 

Das Mengenverhaltnis zwischen Cholesterin und der un- 
bekannten unverseifbaren Substanz ist bei der Leber der normalen 
Kaninchen ¢a. 60:40, zeigt aber bei den Cholesterinkaninchen ein 
Verhaltnis von ca. 70:30 infolge der hochgradigen Zunahme des 
Cholesterins. Jedoch ist das Mengenverhaltnis der beiden Sub- 
stanzen bei den tibrigen Geweben der Cholesterinkaninchen nicht 
so sehr von dem bei den normalen verschieden; also betragt das 
Mengenverhaltnis der beiden Substanzen bei den Cholesterinka- 
ninchen durehschnittlich 55:45; dieser Wert stimmt mit dem 52:48 
bei den normalen Kaninchen fast iiberein. 

3. Bei den mit Squalennahrung gefiitterten Kaninchen bleibt 
die Cholesterinmenge bei der Leber fast unverandert, doch kommt 
bei den tbrigen Geweben immer eine Abnahme derselben vor, 
insbesondere ist diese bei der Milz (—86%), beim Herzmuskel 
(—73%) und beim Skelettmuskel (—50%) bedeutend gross. Was 
die Menge der unbekannten unverseifbaren Substanz betrifft, so 
nimmt sie nur bei der Leber (+54%) zu, bei der Lunge ist sie 
nahezu unverandert. Bei den iibrigen Geweben nimmt sie jeden- 
falls ab, besonders ist das bei der Milz (—73%) und beim Herz- 
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muskel (—62%) auffallend, dann folgt der Skelettmuskel 
(—24%). Die eben erwihnte Abnahme der unbekannten unver- 
seifbaren Substanz bei den einzelnen Geweben, mit Ausnahme der 
Leber, lauft der des Cholesterins parallel; also betriigt das Mengen- 
verhaltnis der beiden Substanzen durchsehnittlich 42:58; dieser 
Wert steht somit demselben bei den normalen Kaninchen 52:48 
nahe. 

4. Channon (1926) hat bei den mit Squalen gefiitterten 
Ratten gefunden, dass die Cholesterinmenge der Leber zunimmt, 
und kam zur Abnahme, dass Squalen und Cholesterin in einer 
innigen Beziehung zu einander stehen. Abderhalden (1931) hat 
angegeben, dass im Tierkérper wahrscheinlich das Cholesterin vom 
Squalen gebildet werden diirfte. 

Meinem eigenen Ergebnis nach nimmt bei der Squalenfiitte- 
rung die unbekannte unverseifbare Substanz in der Leber wirklich 
an Menge zu, doch die Menge des Cholesterins nicht. In den 
tbrigen untersuchten Geweben nehmen diese beiden Substanzen 
sogar an Menge ab. Dieses Ergebnis stimmt mit der Annahme, 
dass im Tierkdrper das Cholesterin vom Squalen gebildet wird, 
nicht tiberein.? Wenn im Tierkorper ein reversibler Vorgang, 
Squalen@ Cholesterin, wirklich stattfinden sollte, so scheint die 
Umwandlung von Cholesterin zu Squalen viel leichter als die von 
Squalen zu Cholesterin vor sich gehen zu konnen, weil nach meinen 
Befunden an den Kaninchen bei der Cholesterinftitterung die 
Menge der unbekannten unverseifbaren Substanz in einzelnen 
Geweben in hohem Masse zunimmt, bei der Squalenftitterung die 
Zunahme der Cholesterinmenge dagegen nicht zustande kommt. 


V. ScHLUSS. 


Aus obigen Befunden werden folgende Schliisse gezogen : 
1. Gibt man dem Tier Cholesterin, so nimmt die Menge des 
Cholesterins in verschiedenen Geweben zu; dabei nimmt dieselbe 


1) Neuerdings wurde von Channon und Tristram (1937) berichtet, 
dass Squalen sich nicht in Cholesterin umwandeln kann. Dieses Ergebnis 
stimmt mit dem meinigen iiberein. 
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der unbekannten unverseifbaren Substanz auch Hand in Hand zu. 

2. Wenn man dem Tier Squalen gibt, nimmt die Menge 
sowohl des Cholesterins als auch der unbekannten unverseifbaren 
Substanz in Herzmuskel, Niere, Milz und Skelettmuskel ab; in 
der Leber nimmt aber die Menge der unbekannten unverseifbaren 
Substanz ein wenig zu, wahrend die Cholesterinmenge nicht 
variiert. 

3. Angenommen im Tierkérper ginge wirklich ein Prozess 
Squalen@ Cholesterin vor sich, so scheint der Prozess Cholesterin—> 
Squalen viel leichter als der Squalen—Cholesterin stattzufinden. 

Das Squalen, welches mir zu dieser Untersuchung diente, 
erhielt ich von Herrn Prof. Tujimoto. An dieser Stelle méchte 
ich ihm fiir seine Freundlichkeit meinen herzlichsten Dank aus- 
sprechen. 
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